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1.緒論

細胞壁の化学処理による脱リグニン過程に関する組織化学的な研究は多く発表されてい

る1)，4)，5)。特に亜塩素酸塩法による脱リグニン処理材に関する研究は，紫外線 (UV)顕微鏡を

用いた WOODら18)の，また電子顕微鏡を用いた STOLLll)及び HOFFMANNら7)の論文がある。

しかしながら， UV顕微鏡では，その観察の対象が，芳香族に由来する吸収の変化にのみ限ら

れるために，脱リグニンの経過を捕えることしかできない。また電子顕微鏡では，細胞壁の微

細構造まで観察しうるが，試料調製に多くの時聞が必要である。これに対して，薄切片を，ア

クリジンオレンジ (AO)で染色して蛍光 (FL)顕微鏡で観察した場合には，脱リグニン処理によ

る壁成分の変化を，赤から緑への色調の変化として鋭敏に，かつ比較的簡単な操作で観察しう

* 1978年7月31日受理
内容の 1部を第28回日本木材学会大会(名古屋1978)で発表した。

料北海道大学農学部林産学科木材理学教室

Laboratory of W ood Physics， Dept. of Forest Products， Faculty of Agriculture， Hokkaido 
University. 
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ることが，当研究室の研究で明らかとなった6)，19)0 

本研究は， uv顕微鏡と FL顕微鏡を併用することにより，亜塩素酸塩法による脱リグニ
ンの進行と，それに伴う AO染色による色調の変化について観察し，その染色性に関与する壁

成分を明らかにすることを主な目的とする。

また著者らは，先の研究で白色腐朽材において， AO染色により細胞壁の一部に赤色帯が

形成されるのを観察した。他の方法による実験と合わせて，その部位を degradingzoneとし

て菌の酵素の作用域と定義した19)。化学処理による脱リグニンと，菌の酵素によるそれとは，

リグニンの除去のしかたが大変異なると考えられる。しかしながら顕微鏡観察では非常に似た

染色性を示した。したがって本研究の結果から，木材細胞壁の有機的分解という観点において

も，その染色性に関与する壁成分について，より明確になし得たと考えられる。

また参考のため，市販の酵素(セルラーゼ“オノヅカ"R-10+マセロザイム R-10)を用い

て，細胞壁を分解し，それに伴う色調の変化も観察した。

本研究のガスクロマトグラフィーによる分析その他の実験に関しては，木材化学教室の佐

野嘉拓氏の御指導により，同教室の装置を用いて行なった。ここに心からの謝意を表します。

2. 実験方法

苫小牧演習林にて採取したエゾマツ (Pi・'ceajezoensis)の辺材を実験材料として用いた。

試料はマッチの軸木状のチップ (lX1x4mm)として，アルコール・ベンゼン (1:2)で抽出した

後に，亜塩素酸塩法 (NaCI0210 g，酢酸5cc，水 100cc)により， 50
0Cで15分， 30分， 2時

間， 5時間， 8時間， 12時間それぞれ脱リグニン処理した2)0 12時間処理材の一部は 17.5%の

NaOHで30分処理してα・セルロースとした。

それぞれの試料は，流水中で洗浄した後にメタクリレートで包埋した。

薄切片 (1μ)作成の後に脱包埋して，次の方法で観察を行なった。 (1)各処理時間における

uv吸収量の減少率を見るためにuv顕微鏡光度計(カール・ツアイス， MPM01型)により観
察と吸光度測定を行なった。 (2)(1)に対応する試料について，染色性の変化を観察するために

AO染色 (0.02%，3 hr)して落射型FL顕微鏡で観察した。 (3)ペクチン質を検出するためにル

テニウムレッド (0.001%，12 hr)で染色して光学顕微鏡で観察した。

残留リグニンの量は，クラソンリグニン量を規準とした15)。またその加水分解液を用いて

ガスクロマトグラフィー法により構成糖比の変化を調べた。これは， AOの染色性の変化と多

糖類との関係を明らかにするために行なった。

酸化処理 5時間 8時間 12時間処理材及び b セルロースとしたものの一部は，多糖

類の還元性末端基を酸化するために， さらに亜塩素酸0.05npH3.5で16時間室温で処理した

後に前述の方法で観察した12)。これは主にへミセルロースの量と AOの染色性との関係につい

て調べるために行なった。
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酵素処理; 薄切片を脱包埋の後にセルラーゼ“オノヅカ"R-I0とマセロザイム R-I0(ヤ

クルト生化学KK製)の混液 (2%:0.5%， pH 4， 40oC， 4日間)で処理した。セルラーゼ“オノ

ヅカ"R-lOは，説明書によると，Trichoderma virideから精製したものであり，セルロース

の他にも， キシラン・マンナンなどにも活性を有する粗酵素である。またマセロザイム R-I0

は，Rhizojうussp.からつくられたベクチナーゼである。処理の後に，前記と同様に， AOとル

テニウムレッドで染色して，酵素による細胞壁の分解を染色性の変化として捕えようとした。

実験の手順については， Fig.lにまとめて示す。

Klason-lignin 

(3・1.同504) 

Gas Chromatograph 

Stained with 

5pruce 15ap附 od

EtMmliBemne(1:2) 

Delignification 
(NaCI02) 

Embedding 
(methacrylate) 

Thin 5ection(1μ) 

Oxidation 
( b u ff e r e d Nぱ副刷lω向O匂2
O.ο05n， pH 3.5 

Enzymatic Degradation 
(白川se"ON側臥・・ R-l0

+ 
Macerozyme R-l0 

Ruthenium Red |StqindWIth AcridiMr叩

Ordinary Light UV-Microscopy F L-Microscopy 
Microscopy 

Fig. 1. Procedure of this experiment. 

3. 結果と考察

1) 紫外線顕微鏡

細胞壁の脱リグニン過程を Plate1の Photo1~12 に示す。細胞壁の uv 吸収は，処理時

間の増加と共に全体的に低下して，コントラストを失ってゆく。放射柔細胞は，処理の後期で

も依然として高いuv吸収を示した。また仮道管でも， 51と52層の境界に相当すると考えら
れる領域に若干のuv吸収が観察された。

各処理時聞におけるクラソンリグニン量を Table1に示す。 5時間処理以後の試料でも，

全ホロセルロースに対して 6.5%程度のリグユンが残留していた。他の研究でも同程度のリ

グニンが残留することが報告されている3)。 これよりさらにリグニンを除去するためには，炭

水化物(主にへミセルロース)の溶出を伴うと考えられている。 これらの除去しにくい残留リ

グニンが細胞壁のどの部位に多く存在するのかについては明確に述べた論文はほとんど無い。
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Table 1. Klason-lignin amount of each duration time 

。fthe treatment 

Treated hour Klason-lignin amount Delignification rate 

control 

15 min. 

30 min. 

2 hr. 

5 hr. 

8 hr. 

12 hr. 

28.3 (%) 

23.1 

21.2 

16.5 

6.5 

6.4 

6.3 

18.4 (%) 

25.0 

41.7 

77.0 

77.5 

77.6 
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Fig.2は，クラソンリグニンの減少率とuv顕微鏡による吸光度との関係を示した。吸光度は，
リグニンの減少にともなって 2次壁，細胞間層ともに徐々に減少してし、るが， WOODら18)の

報告のように，両者の聞で直線関係は認められなかった。特に処理早期の試料では，そのばら

つきは大きかった。その理由として次の事が考えられる， リグニン分解溶液は試料の表面(特

に木口面)から細胞壁中へ浸透していき，逐次リグニンを分解除去していく。そのために試料

の外側と内側で，顕著なリグニンの濃度こう配が生じて，そのために切片の作成位置により吸

光度に大きな相違が表われたものと思われる。

5時間以上の処理材では， uv吸光度はほぼ一定となった。 しかし放射柔細胞は，仮道管
に比べて高いuv吸収を示している。
本実験では， この脱リグニン法により 2次壁ないしは細胞間層が優先的に脱リグニンさ

れるという topochemicaleffectは観察されなかった11)，18)。

2) 蛍光顕微鏡

処理時聞による色調の変化を Plate2のPhoto13~19 に示す。 5 時間処理材を境として色

は大きく変化した。これはクラソンリグニン量の変化とも対応する。前期では15分・ 30分

処理材ともに，細胞壁は全体的に強い赤色に発光する。また2時間処理材では複合細胞間層

(CML)， S1層及びS1とS2層との境界領域及び放射柔細胞は依然として赤色であるが， S2層は

緑色側の発光を示し始める (Photo13)0 5時間処理以後の細胞壁の色調の変化は，各壁層にお

いて差が表われた。 CMLは，処理時聞が長くなるにつれて発光を失い， しばしばその部分に

おいて切片作成時に割れが生じた。 sz層と S3層は，
徐々に発光を失い暗い緑色となった。 S1層と S1と

S2層の境界と思われる領域では，長時間処理後にお

いても，依然として赤色の発光を示した (Photo14)。

アクリジンオレンジ (AO)は蛍光メタクロマジ

ー性の塩基性色素である。それは，染色性が高まる

につれて長波長(赤色)側の発光を示す。 AOの分

子は，基質の好塩基性の作用基に静電気的に結合す

ることが報告されているへ このことから，前記の

各処理時聞及び各細胞壁層の間での色調の相違は，

細胞壁成分中の酸基の量と細胞壁の AO分子に

対するアクセシビリティの2つの観点から解釈し

得る。

5時間処理以前の試料では， グラソンリグニン

量に示されるように，まだ相当量のリグニンが残留

している。それらは，多かれ少なかれ，この処理に

き0.1

• -Untrcated 
。-Treatcd by NaCIO;z 30min 

¥/ノ.f:
¥マ。¥、×、九~~可。

260 280 3∞ 320nr9' 
Wave Length 

Fig. 3. UV spectral curves for the S 2 
layers of control wood tracheid and 

treated wood tracheid. It can be 

noticed that increase of UV absorp-
tion of treated wood above 3∞nm 
wave length shows creation of func-

tional groups such as conjugated 
carbonyl groups in the lignin frac-
tion. 
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によって酸化されていると考えられる。また環開裂などによって多くのカルポン酸などの酸基

30分処理材のuvスベクトルでe280/ 本実験でも，も形成されることが述べられている向。

長波長側で吸収が増加しているのが認められたs300が約1.5と未処理材の約3.5に比べて，

これはリグニンの側鎖にカルボキシル基を含む共役系のカルボニルが形成されてい(Fig.3)。

ることを示唆していると考えられる。

以上のことから，処理前期において，細胞壁が全体的に赤色の発光を呈する理由としては，

薬液の処理により細胞壁が膨潤されたこと，及びリグニンが離脱されたことなどにより，細胞

壁の AO分子に対するアクセシピリティが増加したことと，それに加えて，残留しているリグ

ニンも，この処理により，酸化作用を受けて多くの酸基が形成され) AO分子が多数この細胞

壁成分(酸化リグニン)に結合しそのために強い赤色の発光を示すと考えられる。

このこ5時間処理以後では，クラソンリグニン量は， 6.5~右前後とほぼ一定と成っている。

とから，長時間処理材の赤色から暗緑色への染色性の変化は，主にへミセルロースの崩壊と溶出

によるものと予想した。そのためにガスクロマトグラフィ一法で、構成糖比の変化を調べたが，

多

糖類の中で一番多くの酸基を有しているベグチン質を染色したが，その結果，仮道管と放射柔

細胞のCML部分が強く染色された (Photo20)。しかしながら， FL顕微鏡観察で認められる赤

またルテニウムレッドを用いて，各処理材の聞で顕著な差は認められなかった (Table2)。

色に発光したSI層と SIとS2層の境界の部位とは一致しなかった。

Sugar composition at each degree of delignification 

Composition of extr. saccharides (%) 

Man. Xyl. Ara. 

Table 2. 

Treated 
hour Gal. 

control 

15 min. 

30 min. 

2 hr. 

5 hr. 

8 hr. 

12 hr. 

2 

2 

2 

n
d
q
d
q
d
戸

D

ヴ

a

日

ヨ

巧

4

巧
，

お

川

品

川

品

Glu. 

臼

削

山

刷

出

回

日

1 

2 

6 

4 

25 

22 

2 3 8 20 67 

4 4 8 23 61 

AOの染色性にあまり多くの影響を及ヘミセルロースなどの多糖類は，以上のことから，

ぼさないことが予想された。

その事をさらに明らかにするために，亜塩素酸で酸化処理を行ないAO染色をしてみた。

ヘミセルロースに多い還元性末端基(セルロースの約20倍)を酸化してカルボン酸と

して， AO の染色性を高めるために行なったものである12) ， 13)。その結果)~層は全体的に黄撞

この処理後でも暗い緑色の発光しか示さず色調に相

この貰撞の発光はへミセルロースの存在に由来する酸

このように，酸化処理を行なうと壁は全体的に赤色側の

これは，

色となった (Photo17)。α・セルロースは，

違が認められないことから (Photo16)， 

基の増加が原因であると考えられる。
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発光を示して，へミセルロースも検出しうる。しかしこのような酸化処理をしない場合では，

多糖類は， AOの染色性にあまり関与しないことが明らかとなった。

これらのことから， AO染色によって赤色の発光を示すのは，すべて酸化された残留リグ

ニンに由来しており，特に長時間処理材で細胞壁中において赤色の発光を示す部位は， UV顕微

鏡観察でも吸収の差として明確に捕え得ない程の微量な残留リグニンの存在位置を鋭敏に示し

ているものと考えられる。またこれらの残留リグニンは，ヘミセルロースが多く存在すると報

告されている部位， 例えば S1 と~層の境界領域などに多く存在していることは HOFFMANN7)

らの過マンガン酸カリウム染色による報告と対比して興味深い事実である。

次に各処理材について，酵素処理を行ない細胞壁の酵素的分解を染色性の変化として捕え

得るかどうかを試みた。処理前と処理後の色調の変化を Photo18に示した。 S1層付近の赤色

の発光は黄色に変化した。またルテニウムレッドの染色性も顕著に低下しており，ベクチンが

分解されたことが分かる (Photo20)。

このように，酵素処理によって色調が変化したのは，多糖類の分解に伴い酸基を多く有す

る残留リグニンが除去されたためで、あることが考えられる。

分解は，晩材よりも早材が早い，これは前者より後者の方が木化度が高いと考えられてお

り17)，脱リグニン処理後では，早材がより porousとなり，酵素が作用しやすくなったためで、

あろう。

この酵素処理で， 30分処理材でも顕著な色調の変化が観察された (Photo19)。 これも多

糖類主にへミセルースの分解に伴って酸化されたリグニンも除去されたためと考えられるが，

同試料中には，まだ相当量 (21.2%)のリグニンが残留している。このことは，細胞壁がある程

度 porousとなり，酵素が細胞壁中に浸透して行けるようになった場合には，リグニンの存在

いかんにかかわらず，ラッカーゼなどのリグニン分解酵素の助力なしでも多糖類を分解でき，

また同時にある程度脱リグニンを行ない得ることを示唆している。

これは，脱リグニン酵素を持たない褐色腐朽菌の細胞壁の分解過程と関連して興味深い事

実であるが，詳細は今後の研究に待たなければならないであろう。

4.結論

uv顕微鏡観察では， topochemical effectは観察されなかった。また放射柔細胞と仮道管
のS1層及びS1とS2層の境界では処理の後期まで吸収が認められた。

FL顕微鏡観察では，リグニンの酸化に伴い細胞壁は赤色の色調となり，それらが逐次細胞

壁中から離脱するのに伴って緑色の暗い発光へと変化した。放射柔細胞と仮道管の S1層及び

Slとお層の境界部分は処理の後期においても赤色の発光を示した。これは少量残っているリ

グニンの位置を示していると考えられる。これらは，多糖類分解酵素で処理することにより同

様に除去される。酵素は脱リグニン処理時間の長短にかかわらず細胞壁に作用した。
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以上から，アクセシピリティが最も高い状態にあると仮定して，壁成分と色調との関係を，

簡単にまとめてみると ;α・セルロースは暗い緑色の発光を示す。これにへミセルロースが加わ

って，ホロセルロースとなると黄緑色のやや明るい発光と成り，さらに酸化されたリグニンが

加わると赤色の発光を示すものと考えられる。

AO染色による赤色の発光は主に酸化されたリグニンが原因であり，多糖類は，壁の AO

分子に対するアグセシピリティに関与するのみであることが明らかとなった。したがって，緒

論で、述べた腐朽材細胞壁に認、められる赤色帯は，菌の酵素作用によってリグニンが酸化された

部位を示していることが明らかとなった。
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Summary 

Histochemica1 observation was made on the ch10rite delignified wood of spruce， using 

ultravio1et (UV) microscope and fluorescence (FL) microscope. The progressive removal of 

lignin from cell wall was investigated with UV microscope. 1n this experiment， it was unclear 

that the topochemica1 e妊ectwas present or not， because the absorbance of the secondary 

wall and midd1e lamella was not in proportion to the degree of delignification. The cell walls 

were 10st their UV absorbance gradually with the 1apse of the treatment time. 1t was inter-

esting to note that ray cells and 81 and 81/82 border region in tracheids remained re1atively 

high absorbance even in the 1ate stage of treatment. 

The samp1es at each degree of delignification were observed with FL microscope， stained 

with acridine orange which is a sort of fluorochrome and metachromatic basic dye. 1n the 

early stage of the treatment who1e cell walls showed red disco1ouration but in the 1ate stage 

the co1our of the cell walls differed among individua1 cell wall layers. 82 1ayer of tracheid 

became green， and 81 and 81/Sz border region in tracheids and ray cells still co1oured red. 
1t was clear in this experiment that the cause of the red discolouration appeared in cell wall 

was main1y oxidized residua1 lignin because no signi五cantdifference of colours appeared after 

oxidation of aldehyde groups of polysaccharide. After enzymatic degradation of hemicelluloses 

using cellulase“Onozuka" R-I0 and Macerozyme R-I0 these red coloured regions in the 

cell walls disappeared even in the early stage sample. It could be considered from this reuslt 

that the residual lignin was also dissolved from the cell walls. 

Explanation of photograph田

Note : The cell axis is vertical in all photographs. All photographs show radial 

v1ews. 

Plate 1 (photo 1-12). All photographs are UV microphotographs taken at a wave 

lenght of 280 nm. These are arranged as follows: in the left column， photos 
1-4 show early wood tracheids， in the central， photos 5-8 show late wood 
tracheid and in the right， photos 9-12 show ray cells. Figures in the 

photographs express the duration time of the treatment. 

There was no signi五cantgradient in absorbance across the secondary wall 

of tracheids at any stage in delignification. 1n the later stage of the 

treatment， after 5 hour duration， some absorbance were left in the tracheids 

at the region probably corresponding to SI and SI/S2 border and ray cells. 

Plate 2 (photos 13-20). All photographs are FL microphotographs， stained with acri-

dine orange， except photo 20. 

Photo 13. The tracheids and ray cells in the early stage of lhe treatment. Each du-

ration time is 15， 30 minutes and 2 hours from left side of this photograph. 
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The red discolouration being similar to the colour tone in degrading zone 

of white rotted wood appears in whole cell walls. 

Photo 14. The tracheids and ray cells in the late stage of the treatment. Each 

duration time is 5， 8 and 12 hours from left side of this photogarph. S2 

layer of tracheids become green again but S1 and compound middle lamella 

of tracheids and ray cells still red. 

Photo 15. The tracheids and ray cells of control wood. The secondary wall coloured 

yellowish green and the compound middle lamella coloured yellow. The 

red colour materials visible in the ray cells correspond to the extractive 

constituents. 

Photo 16. The tracheids and ray cells after alkali extraction (alpha-cellulose). They 

are illuminated only gloomy green even after oxidation of reducing end 

groups of cellulose. 

Photo 17. The e妊ectof the oxidative treatment of aldehyde groups of polysaccharide. 

Showing the right two tracheids before this treatment and left two after 

this. The colour of S2 layer change slightly yellowish by this treatment 

but striking difference of colour between before and after is not noticeable. 

Photo 18. The effect of the enzymatic degradation of hemicellulases， cellulase 
“ONOZUKA" R-I0 and Macerozyme R-I0. On the left of this photograph 
degraded tracheids are illustrated， and right before it. The red discoloura-

tion remained in the cell wal1s corresponding to S1 and S1/S2 border region 

disappeared. 

Photo 19. The effect of enzymatic degradation. The red discolouration visible in 

whole cell wal1s showing on the right of this photograph disappeared 

after this treatment on the left. The enzyme can penetrate into and act 

within the cel1 walls even of the early stage， 30 minutes， deligni五cation
rate only 25% on whole lignin. It can be considered from this that the 

oxidized residual lignin causing red discolouration also dissolve from the 

cell wal1s. 

Photo 20. The pectic material rich layers in the cel1 walls， stained with ruthenium 

red， showing compound middle lamel1a of tracheids and ray cells distinctly 

stained in lower part of this photograph. After enzymatic degradation 

these regions are weakly stained as shown in the upper part. From this， 
the pectic materials are found to be decomposed by this treatment. 
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