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論 文 の 内 容 の 要 旨

リグニンはシダ植物以上の高等植物の一次壁､二次壁及び中間層に存在し､年間生産量は植物

組織中でセルロースについで多く､埋蔵量も含めると地球上でもっとも豊富な有機化合物である

といわれている｡このリグニンは植物体に保水性と物理的な強度を与えるとともに木材腐朽菌や

植物病原菌さらには樹木を食害する動物や昆虫などへの抵抗性を付与している｡また､植物が食

害されたり､病原体に感染したときにその組織に高濃度でリグニンが生合成され､蓄積すること

により防御する働きをすることが知られている｡このリグニンは植物細胞壁中で部分的にヘミセ

ルロースと結合し､セルロースミクロフィブリル間に堆積し､導管､仮導管等の水分通導組織細

胞壁の水浸透性を低くして樹木中での代謝物､栄養､水などの移動を可能にしている｡

このようなリグニンは細胞壁の堆積過程においてp･ヒドロキシ桂皮アルコール類(リグニンモ

ノマー)の酵素的一電子酸化により生じたフエノキシラジカルのカップリングによる重合反応に

ょってヘミセルロースマトリックス中で生合成される｡生じたモノリグノールのラジカルは数種

の共鳴構造を有し､種々の結合様式によりカップリング反応を起こすため､リグニンの化学構造

は非常に複雑となり､部分的にマトリックスであるヘミセルロースと化学結合した3次元網状構

造をしており､リグニン構造の詳細な研究を困難にしている｡リグニンの化学構造がこのように

複雑であり､分解反応も困難であるため､リグニンの有効な利用法が未だに見出されていないの

が現状であ.る｡リグニン構造､堆積過程の解明はこれうリグニンの有効利用を促進する上でも重

要であると思われる｡本研究は植物細胞壁中でのモノリグノールの重合機構を明らかにすること

を目的として行われたものであり､特に現在まだ充分な研究がなされていない広葉樹中のシリン

ギルリグニンの重合機構を中心に反応速度論的な解析を行ったものである｡
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細胞壁中におけるリグニンの堆積過程について未だ未解明な現象が多く残されている｡例えば､

広葉樹植物細胞壁中に多く存在するといわれているシリンギル核からなるS･リグニンの生成機構

を解明する目的でシナピルアルコールの酵素的脱水素重合が行われているが､この反応によって

得られる人工リグニン(S･DHP)は天然のS･リグニンと化学構造や分子量など異なった点が多く

充分にリグニンの生合成機構を再現できていない｡この要因として溶媒効果､pH､関与している

酵素､モノリグノール間の相互作用､モノリグノールの供給速度などが反応に関与していること

が考えられる｡

そこで本研究ではまず第1章として広葉樹細胞壁中でのシリンギルリグニンの反応機構を明ら

かにすることを目的として､リグニン重合の初期段階であるモノリグノールの酸イヒ機構に関して

電子的影響や立体障害の観点から詳細なモデル実験を行っている｡3種のモノリグノール及び8

種のモノリグノール類縁物質をペルオキシダーゼ(HRP)/過酸化水素系による1電子酸化を行い

その反応速度を比較した｡一方､基質の酸化されやすさを決定するためにサイクリックボルタン

メトリを用いて親水性溶媒中および疎水性溶媒中での電極酸化の反応速度を求めた｡さらに

MOPAC2000を用いた計算化学的軍法により1電子酸化反応の律速段階における活性化エネルギ

ーを求め､モデル化合物の電子密度分布との比較を行い､理癒由な反応速度の癖析を行っている｡
また､HRP･プロトンドナーの解離定数を既報の方法に従ってWの差スペクトルから求めている｡

更にモノリグノール及びその類縁物質の酵素的脱水素重合反応による反応生成物について1

H･NMRにより化学構造およびその生成比率を分析している｡またそれらの結果を用いて

HRP･Ⅱ202による基質の酸化反応に対する電気化学的及び立体的化学的な観点から反応速度に

対する影響を調べた｡電極酸化では非水系によるフェノール性水酸基からの直接の1電子酸化に

比べて､水系によるフェノレートアニオンからの1電子酸化反応の活性化エネルギーが一桁以上

低くなり､ペルオキシダーゼによる酵素酸化反応系ではフェノレートアニオンからの1電子酸化

が起こっていることを明らかにするとともに､MOPACを用いたモノリグノール類のHOMOエ

ネルギーの計算結果からも酵素反応系での1電子酸化はやはりフェノレートアニオンからの電子

引抜であることを明らかにした｡また水系での1電子酸化は電極酸化および酵素酸化いずれにお

いてもフェノール性水酸基に隣接するオルト位の置換基による電子効果の影響を大きく受け､メ

トキシル基などの電子供与性置換基により活性化エネルギーが低下し､反応速度が向上すること

を明らか事こした｡しかし酵素反応の場合にはフェノールのオルト位置換基の立体障害による反応

速度の低下が観察され､それらは酵素内におけるアミノ酸残基との立体阻害に起因していること

を明らかにするとともに､メチル基を持つモデル化合物の場合では疎水性の影響によると考えら

れる酸化速度低下が観測された｡特に両オルト位が蓮換された3,5-2置換のモノリグノールの場

合には電子効果による活性化エネルギーの低下を上回る立体障害の影響を大きく受け､反応速度

は著しく低下した｡またモノマーゐ酸化に比べ､ダイマーの酸化は非常に遅いことが示され､電

極反応などとの比較から立体的要因による影響であると推論している｡

一方モノリグノールの単独反応ではもっとも反応の遅い両オルト位に置換基のあるシナピルア
ルコールが､混合系ではコニフェリルアルコールやp-クマリルアルコールよりも速く反応する

とともに､他のモノリグノールの酸化反応を抑制した｡このことからペルオキシダーゼによって

1電子酸化されたコノフェリルアルコールやp-クマリルアルコールのラジカルはメディエータ

ーとして作用し､酸化還元電位の低いシナピルアルコールにラジカルを転移し､酵素酸化されに

くいシナピルアルコールの重合反応を推進することをはじめて反応速度論的に明らかにした｡

またシリンギルリグニンの場合､天然リグニンと滴下法や混合法により脱水素重合された人工

リグニン(DEP)とでは化学構造が大きく異なっている｡本論文ではこの相違を解明するために寒

天ゲル中での新たな重合法を開発した｡寒天培地を用いる理由としてはモノマーをゲル中への拡

散により遅い速度で少量ずつ順次供給するシステムを構築するとともに､酵素の移動を抑制し､

重合したt｣グニンといつも接触できる状況を作り出すことが目的であ.り､植物組織中でのt｣グニ



ンの重合反応に近い反応環境を与えたものであり､斬新な酵素反応環境の提案を行っている｡従

来の水溶液中での重合法である滴下法､混合法ではグアイアシルリグニンに関してはβ･0･4エー

テル結合の生成割合が天然リグニンのものと比較的一致しているが､シリンギルリグニンに関し

てはβ-0･4エ←テル結合の生成割合が1%程度で非常に低く､広葉樹植物細胞壁中のリグニンと

かなり異なったものになっている｡寒天ゲルを用いた重合では5倍程度のβ･0･4エーテル結合量

の増加が見られた｡このことから寒天ゲル中における重合反応は植物細胞壁中での重合反応をよ

り近い条件で模倣することに成功した｡今後ヘミセルロースの添加などによりプロトリグニンに

近い人エリグニンの合成及びリグニン堆積メカニズムの解明への辛がかりとなることが示された｡

これらの成果は広葉樹埴物細胞壁中でのシt｣ンギルiJグニンの重合機構を理解するうえで重要な

情報を提供するものである｡

第2章ではリグニン中のβ-エーテル結合構造の定量法として開発されたDFRC法に関して

詳細な研究を行っている｡これまでFDRC法ではβ-エーテル結合以外のリグニンサブストラク

チャーモデル化合物(レジノール構造やクマラン構造など)に対して詳細な研究が行われていな

い｡特にシナピルアルコールの脱水素重合においてシリンガレジノール構造の占める割合が多く､

この構造からのDFRC法による反応性生物ゐ分析が重要である｡本研究ではピノレジノール､シ

リンガレジノール､デヒドロジコニフェリルアルコール､グアイアシルグリセロール･ひコニフェ

リルエーテル､シリンギルグリセロール廿シナビルエーテルに対してDFRC法を適用しその反

応過程を反応性生物の分析を通して解析した｡両レジノール構造から4･5%程度の収率でシナピ

ルアルコールアセテートが得られ､この値は自0･4の定量に最大10%程度の誤差を与えるもので

ある｡そこでこの反応メカニズムについて詳細な検討を行った｡この研究成果はリグニン中のβ

-エーテル結合定量の際の重要な補正因子を提供するものであり､リグニン構造解明研究に対し

て価値ある情報を与えている｡

審 査 結 果 の 要 旨

広葉樹リグ羊ンの生合成機構､特にシリンギルリグニンの重合反応に関してこれまで

多くの研究が行われており､ペルオキシダーゼによる1電子酸化反応であることが

明らかにされているが､この反応により得られた人工リグニンの分子量や化学構造が

植物細胞畠中のシリンギルリグニンのものとはかなり違っており､植物細胞壁中での

シナピルアルコールの重合機構の詳細はまだ不明である｡本論文はシナピルアルコー

ルのペルオキシダーゼによる脱水素重合機構を明らかにすることを目的として､第1

章ではペルオキシダーゼに対する各種モノリグノールの単独系および混合系におけ

る反応速度の比較を行うととやに､葺合生硬鱒の構造堵較を行ったものであり､また
好香車やはサグ立ン中めβ⊥土-テル結合構造の唐童落としで開発きれたDFRC蔭

を取り上げ､この反応の反応機構の解明とこの方汝の信頼性の評価を行うとともに､

植物細胞壁中でのリグニンの重合反応をアガロースゲルを用いて模倣することによ

りシリンギルリグニンの重合反応をコントロールすることを試みたものである｡

本研究で得られた知見は以下の通りである｡

まず第1章では広葉樹細胞壁中でのシリンギルリグニンの反応機構を明らかにする

ことを目的として､各種モノリグノールの電極酸化およぴペルオキシダーゼ/過酸化

水素系による1電子酸化の反応速度を比較した｡電極酸化では非水系によるフェノ
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ール性水酸基からの直接の1電子酸化に比べて､水系によるフェノレートアニオン

からの1電子酸化反応の活性化エネルギーが一桁以上低くなり､ペルオキシダーゼ

による酵素酸化反応ではフユノレートアニオンからの1電子酸化が起こっているこ

とを明らかにするとともに､MO払Cを用いたモノリグノール類のHOMOエネルギ

ーの計算結果からも酵素反応系での1電子酸化はやはりフェノレートアニオンから
の電子引抜であることを明らかにした｡また水系での1電子酸化は電極酸化および

酵素酸化いずれにおいてもフェノール性水酸基に隣接するオルト位の置換基による

電子効呆の影響を大きく受け､メトキシル基などの電子供与性置換基により活性化エ

ネルギ｣が低下し､反応速度が向上することを明らかにした｡しかし辞素反応の場合

にはフェノールのオルト位置換基の立体障害による反応速度の低下が観察され､特に
両オルト位が置換された3,5-2置換のモノリグノールの場合には電子効果による活

性化エネルギーの低下を上回る立体障害の影響を大きく受け､反応速度は著しく低下

した｡一方モノリグノールの単独反応ではもっとも反応の遅い両オルト位に置換基の

あるシナピルアルコールが､混合系ではコニケェリルアル土-ルやp-クマリルアル

コールよりも速く反応するとともに､他のモノリグノールの反応を抑制した｡このこ

とからペルオキシダーゼによって1電子酸化されたコノフェリルアルコールやp-

クマリルアルコールのラジカルはメデイエーターとして作用し､酸化還元電位の低い

シナピルアルコールにラジカルを転移し､酵素酸化されにくいシナピルアルコールの

重合反応を推進することをはじめて反応速度論的に明らかにした｡またシリンギルリ･

グニンの場合､天然リグニンと滴下法や混合法により脱水素重合された人工リグニン

のHP)とでは化学構造が大きく異なっている｡本論文ではこの相違を解明するために

寒天ゲル中での新たな重合法を開発した｡これらの成果は広葉樹植物細胞壁中でのシ

リ∵ンギルリグニンの重合機構を理解するうえで重要な情報を提供するものである｡

第2章ではリグニン中のβ-エーテル結合構造の定量法として開発されたDFR

C法に関して詳細な研究を行っている｡これまでFDRC法ではβ-エーテル結合以

外のリグニンサブストラクチャーモデル化食物(レジノール構造やクマラン構造な

ど)に対して詳細な研究が行われていない｡特にシナピルアルコールの脱水素重合に

おいてシリンガレジノール構造の占める割合が多く､この構造からのDFRC故によ

る反応性生物の分析が重要である｡本研究よりレジノール構造から4･5%程度の収

率でシナピルアルコールアセテートが得られ､この値はβ-0･4の定量に最大10%程

摩の誤筆を与えるものであるpそこでこの反応メカニズムについて琴申年埠討を行?

た｡この研究成果はリグニン中のβ-エーテル結合定皇わ靡の重要な繭壷因子を提供

するものであり､▼リグニン構造解明研究に対して価値ある情報を与えている｡

以上について,審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の

学位論文として十分価値あるものと静めた｡
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