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1.1. リグノセルロース系バイオマス 

1.1.1. リグノセルロース系バイオマスの利用 

	 バイオマスは生物資源の量をあらわす概念で、「再生可能な生物由来の有機性資源で化石資源

を除いたもの」とされている。バイオマスは再生可能であり、かつカーボンニュートラルである

ことから、その利用は循環型社会の構築に有効であると考えられている。現在もサトウキビやト

ウモロコシなどのバイオマス原料から、バイオエタノールなどの有用物質が生産されているが、

その利用拡大に伴って食料生産との競合や資源量の限界が問題となってきている。一方で、リグ

ノセルロース系バイオマスには、主なものとして木質バイオマス（広葉樹、針葉樹）と草本バイ

オマス（エリアンサス、稲わら、コーンストーバーなど）が含まれる。木質バイオマスは草本バ

イオマスに比べて単位面積当たりの年間生産量は少ないが、通年伐採が可能であり、貯蔵安定性

が高い利点がある。なかでも広葉樹由来木質バイオマスは、短周期で収穫でき、食料との直接的

な競合が避けられ、かつ一定の資源量が望めることから、地球温暖化抑制や化石資源代替のため

に、一層の活用拡大が期待されている。 

 

1.1.2. リグノセルロース系バイオマスの主要構成成分と細胞壁構造 

 リグノセルロース系バイオマスは、セルロースおよびヘミセルロースのような多糖類と、リグ

ニンのようなフェノール性化合物を主成分とする（Table 1.1）(Eriksson et al., 1990)。これら

のリグノセルロース系バイオマス構成成分は、複雑な混合体として細胞壁に存在することで、物

理的および生化学的に強固な構造を示すと考えられている(Himmel et al., 2007)。 

 一般にリグノセルロース系バイオマス細胞壁は、一次壁(P)と二次壁(S)に分けられ、さらに二次

壁が三つの層に分けられるという大まかな概念が広く受け入れられている(Brändström, 2002)

（Figure 1.1）。二次壁は多層構造をとることが知られているが、セルロース、ヘミセルロース

およびリグニンの配置は様々なモデルが提案されている(Atalla & Agarwal, 1985, Åkerholm & 

Salmén, 2003, Salmén, 2004)（Figure 1.2）。本節では、リグノセルロース系バイオマスの主要

な構成成分であるセルロース、ヘミセルロースおよびリグニンについて示す。 
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Table 1.1 Major chemical composition of lignocellulosic biomasses(Pettersen, 1984, 
Eriksson et al., 1990) 

Lignocellulosic biomass Cellulose [wt%] Hemicellulose [wt%] Lignin [wt%] 

Hardwoods 40-55 20-40 15-25 

Softwoods 45-50 25-35 25-30 

Grasses 25-40 35-50 10-30 

 

 
Figure 1.1 Model of cell wall layers in a latewood fibre. Wood fibre showing the different cell 
wall layers; primary wall (P), S1, S2 and S3 secondary cell wall layers (Brändström, 2002). 

 IAWA  Journal, Vol. 22 (4), 2001342 Brändström  —  Review  of  Norway  spruce  tracheids 343

this pattern of lignin micro-distribution they have predicted that the microfibrillar 
bundles are randomly distributed across the S2-layer.
    However, the idea of radial lamellation of the S2-layer of conifer tracheids has 
been criticised. One objection to the results obtained by Sell and co-workers is that 
the FE-SEM (Sell & Zimmerman 1993; Sell 1994a) and LM images provided (Sell 
1994b) do not show the cell wall at high enough resolution, thus the radial agglom-
erations could be artefacts. This was recently shown by Fahlén and Salmén (2001) 
who used the same fracture method as Sell and Zimmermann (1993) on Norway spruce 
wood but Fahlén and Salmén (2001) used Atomic Force Microscopy (AFM) instead 
and sectioned the fracture surface down to the unchanged cell wall, and they ob-
served that the radial structure of the cell wall near the fracture surface changed to 
concentric in the unaffected part of the cell wall. Furthermore, if the cell wall of 
conifer tracheids has a radial structure, studies on the cellulose microfibril deposition 
of the S2-layer during differentiation of tracheids would show radial bands of newly 
deposited cellulose microfibrils. However, such studies using FE-SEM (Abe et al. 
1991; Abe et al. 1995a; Prodhan et al. 1995; Abe et al. 1997) have not shown such 
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Fig. 4. Proposed ultrastructural model for the arrangement of lignin, cellulose and hemicellu-
lose in the S2-layer of the wood cell wall (from Larsen et al. 1995).

 
Figure 1.2 Proposed ultrastructural model for the arrangement of wood polymers (Larsen et 

al., 1995). 
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1.1.2.1. セルロース  

 リグノセルロース系バイオマスの最も主要な構成成分であるセルロースは、植物、藻類、真菌、

細菌などによって毎年約4×1010トンが生産されていることから(Coughlan, 1985)、地球上に最も

豊富に存在する再生可能な生物由来有機資源である。セルロースはD-グルコピラノースがβ-1,4

グリコシド結合した高分子化合物であり、グルコース1残基ごとにβ-1,4グリコシド結合を軸とし

て180°回転していることから、構造上の反復単位はセロビオースである(Figure 1.3)。特にアノマ

ー炭素を有するセルロース分子鎖の末端は還元末端と呼ばれ、他端は非還元末端と呼ばれる。 

 セルロース分子鎖同士は多数収束することで結晶化し、植物細胞壁においては幅数nm程度

(Gardner & Blackwell, 1974, Brown & Montezinos, 1976, Hon, 1994, Persson et al., 2004)、

重合度2,000以上(Hon, 1994)のミクロフィブリルを形成している。セルロースには結晶領域と非

晶領域が存在し(Verlhac et al., 1990, Hon, 1994, O'sullivan, 1997)、天然に存在する結晶形と

してセルロースI（IαおよびIβ）が知られている(Atalla & VanderHart, 1984, Bayer et al., 1998)。

セルロースIでは、C3位水酸基(OH-3)とO-5、OH-2とOH-6の間で分子内水素結合が形成されてお

り(Nishiyama et al., 2002)、セルロースミクロフィブリルは寄り集まってさらなる高次構造を形

成し、これが植物細胞壁の一次壁や二次壁に存在するために、植物は高い物理強度および難生分

解性を示すと考えられている。 

 

 
Figure 1.3 Structure of cellulose with cellobiose unit linked through β-1,4-glycosic bond. 
 
 

1.1.2.2. ヘミセルロース 

 植物細胞壁の主要構成成分の一つであるヘミセルロースは、D-グルコース、D-ガラクトース、

D-マンノース、D-キシロース、L-アラビノース、D-グルクロン酸および4-O-メチル-D-グルクロン

酸(Adler, 1977)などの構成成分からなるヘテロなポリマーである。特に広葉樹のヘミセルロース
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は、D -キシロピラノースがβ-1,4結合したポリマーを主鎖とし、これに4-O-メチルグルクロン酸

がα-1,2結合し、さらにキシラン主鎖の2位および／あるいは3位にアセチル基が結合した4-O-メ

チルグルクロノキシランがヘミセルロースの約9割を占め(Figure 1.4a)、他に数%のグルコマンナ

ンを含んでいる(Timell, 1967, Ebringerová & Heinze, 2000)。針葉樹では、4-O-メチルグルク

ロン酸側鎖の他にα-(1→3)結合したアラビノース側鎖を持つアラビノグルクロノキシランが全ヘ

ミセルロースの約1/3を占め(Figure 1.4b)、他にヘミセルロースの約1/3分をグルコマンナンが占

めている(Ebringerová, 2005)。また、草本バイオマスのキシランは、キシロース単位の2位およ

び/または3位にL-アラビノースの側鎖を有するアラビノキシランと主とする。このアラビノース

側鎖の5位には、フェノール類（主にフェルラ酸およびp-クマル酸）が結合していることも報告さ

れている。このように、ヘミセルロースはさまざまな単糖を構成成分として含むヘテロな多糖で

あり、さらにグルクロン酸などの側鎖やメチル基などの修飾基を有して、細胞壁中に不均一に存

在している。またヘミセルロースは、セルロースと水素結合によって会合し、リグニンとはエー

テルやエステル結合していると考えられている(Eriksson et al., 1980)。ヘミセルロースはバイオ

マスの種類によって含有量やその組成に差があることから(Heredia et al., 1995, Ebringerová, 

2005)、植物細胞壁の三次元構造を決定する重要な要因であると考えられている。 

 



 6 

 9 

position 2 of arabinose unit. Moreover, xylan also contains ester linkages with phenolic 

compound, mainly ferulic and p-coumaric acids, attached at position 5 of arabinose unit (Ishii, 

1997) and thus primary linkage between hemicellulose and lignin are thought to be associated 

with xylan. The length of xylan is much shorter than cellulose and average DP is between 

150-200 in hardwood and between 70-130 in softwood ((Sunna & Antranikian, 1997) and 

references therein).  

 

Fig. 1-3. Properties and structures of xylan 

a
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Fig. 1-3. Properties and structures of xylan 
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Figure 1.4 Structures of hemicellulose from lignocellulosic biomass. a: Glucuronoxylan, b: 

Arabinoglucomannan, c: Arabinoxylan (Ebringerová, 2005) 

 

1.1.2.3. リグニン 

 リグニンは植物細胞壁を構成する主成分の一つであり、広葉樹においては構成成分の20～30%

を占め、針葉樹においては構成成分の25～35%を占めている(Pettersen, 1984, Eriksson et al., 

1990)。リグニンは無定型のポリフェノールであり、3種類のフェニルプロパンユニット、すなわ

ちコニフェニルアルコール、シナピルアルコールおよびp-クマリルアルコールの脱水縮合物から

なる(Figure 1.5)(Lin & Dence, 2012)。リグニンはセルロースなどの天然ポリマーに見られる規

則正しい結晶性のポリマーではなく、物理的、化学的に不均一な物質である。スプルースやブナ
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由来リグニンの構造モデルが提案されているが(Nimz, 1974, Adler, 1977)、これらはリグニンの

構造式と見なされるものではなく、構成要素の結合様式や全体のバランス表現していると理解す

る必要がある。また、リグニンはところどころアラビノース、キシロースおよびガラクトース基

と化学結合していると考えられている(Eriksson et al., 1980)。 

 

R R’
OH

OH

α
β

γ

 

Figure 1.5 (A) Structure model of phenyl propane unit of lignin. (p-coumaryl alcohol: R = 

R’=H; coniferyl alcohol: R = H, R’= OCH3 ; and sinapyl alcohol: R = R’ = OCH3). 

 

1.2. リグノセルロース系バイオマスの生化学変換プロセス 

1.2.1. 生化学的変換プロセス 

 リグノセルロース系バイオマスからエタノールおよび化成品等の付加価値物質を生産するため

には、リグノセルロース系バイオマスの構成多糖を効率的かつ選択的にグルコースおよびキシロ

ースなどの単糖類に変換することが有効な方法である。バイオマス構成成分を単糖類に変換する

うえで、酵素糖化は酸糖化プロセスで必要とされる高温または圧力を必要とせず、穏やかな反応

条件下で選択的にグルコースなどの単糖を得ることができる利点がある。 

 リグノセルロース系バイオマスからの生化学的変換方法によるエタノール生産の代表的なプロ

セスを Figure 1.6 に示す。リグノセルロース系バイオマスはセルロース、ヘミセルロースおよび
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リグニンなどの構成成分から成る難酵素分解性の構造を有する。そのため、リグノセルロース系

バイオマスから酵素糖化によって効率的に単糖を得るためには、酵素糖化に先立って、リグノセ

ルロース系バイオマスに前処理を施すことで酵素分解性を高めることが不可欠である。通常、酵

素糖化前処理に先立って、リグノセルロース系バイオマスの粒径を小さくするために粉砕処理が

施される。リグノセルロース系バイオマスに対する粉砕処理は、酵素の基質へのアクセスを改善

するとともに、セルロースの重合度および結晶化度を低下させることによって、酵素分解性が向

上すると考えられている(Yoshida et al., 2008)。粉砕方法には、乾式、湿式、振動型ボールミル

粉砕(Millett et al., 1979, Rivers & Emert, 1987, Sidiras & Koukios, 1989, Alvo & Belkacemi, 

1997)および圧縮粉砕(Tassinari et al., 1980)等があるが、粉砕処理にともなうエネルギー消費量

が非常に大きいために(Tassinari et al., 1980)、一定の粒径までの粉砕が現実的と考えられている。

その後、粉砕されたリグノセルロース系バイオマスに対して、酸およびアルカリによる様々な前

処理を施すことで、酵素分解性が高められる(Mosier et al., 2005, Hendriks & Zeeman, 2009)。

前処理バイオマスは酵素によって糖化され、グルコース等の単糖に変換される。糖化によって得

られた単糖はつづく発酵プロセスにおいてエタノールに変換される。またエタノール生産プロセ

スで生じた固体残渣は発電用燃料等として用いることができる。 

 

Pretreated
biomass

Pretreatment
Lignocellulosic
biomass

Additives

Solid
residue

Saccharification

Enzymes

Mono-
saccharide

Size reduction

Fermentation and 
Ethanol recoveryPower generation

Heat and
Electricity Ethanol

Process
Effluents

 
Figure 1.6 Schematic model of bio-refinery process based on enzymatic saccharification. 
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1.2.2. 酵素糖化前処理 

 これまでの研究によって、リグノセルロース系バイオマスに有効なさまざまな酵素糖化前処理

方法が提案されているが、現在、酵素糖化前処理として有望と考えられている方法の大部分は、

酸あるいはアルカリを用いた化学的前処理な前処理方法である。一般に化学的な前処理方法にお

いては、リグノセルロース系バイオマスと酸あるいはアルカリ等の添加剤を混合し、加熱および

加圧処理することで、酵素分解性に優れた前処理バイオマスを得る（Figure 1.7）。 

 

Solid phase
(Pretreated biomass)PretreatmentLignocellulosic

biomass

Pretreatment
additives

Energy

Gas phase

Liquid phase

(Includes additives
and biomass component)

(Includes additives
and biomass component)

 

Figure 1.7 Schematic image of pretreatment process. 

 

 

 特に積極的な研究が行われているコーンストーバーにおいて、有効であることが示されている

前処理方法と、その処理条件を Table 1.2 に示す。これらの前処理方法なかで、希酸前処理およ

び熱水前処理は、酸性の前処理である。また Lime、ARP および液化アンモニア前処理は、アル

カリ性の前処理である。化学的前処理においては、処理にともなって細胞壁構造および化学修飾

が改変されることによって、酵素による基質へのアクセシビリティおよび酵素分解性が向上する

と考えられている。 

 各前処理がバイオマス構成成分に与える影響を Table 1.3に示す。酵素糖化前処理には、グル

コースなどの単糖を過分解することなく、リグノセルロース系バイオマスの酵素分解性を高め、

かつ、つづく発酵プロセスで問題となる発酵阻害物質の生成は少ないものが望ましい。またコー
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ンストーバーからのバイオエタノール生産研究において、前処理は原料および酵素とともにコス

トのかかるステップの 1つであることが指摘されており(Lynd, 1996)、前処理に必要なエネルギ

ーおよびコストは最小限に留められることが必要である。そのため、前処理に用いられる酸、ア

ルカリおよび有機溶媒等の添加剤は、安価もしくは再利用できるものが好ましく、副生成物の利

用も含めて、プロセス全体のコストバランスを考える必要があることが指摘されている(Lynd, 

1996)。 

 

Table 1.2 Suggested operating conditions of pretreatment methods for corn stover (Partially 

modified (Chundawat et al., 2011) and references therein) 

Pretreatment Chemical Temp 

[℃] 

Reaction 

time [min] 

Chemical 

loading [g/g 

dry biomass] 

Note 

Dilute acid Sulfuric 

acid 

160 20 0.015 Batch process 

Steam 

explosion 

None 190 5 - Batch process 

Hot water None 190 15  Flow-through mode 

Lime Calcium 

hydroxide 

55 Hours to 

weeks 

0.5 Purged with air 

Ammonia 

recycle 

percolation 

Ammonia 170 10 0.5 Flow-though mode 

using 5 mL/min of 

ammoniacal solution., 

15% [w/w]  

Ammonia Ammonia 90 5 1 Liquid ammonia added 

to biomass before 

heating reaction  
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Table 1.3 Effects of thermochemical pretreatments for chemical compositions of corn stover. 

(Partially modified (Mosier et al., 2005) (Chundawat et al., 2011) and references therein) 

Pretreatment Cellulose 

removed 

[wt.%] 

Hemicellulose 

removed 

[wt.%] 

Lignin 

removed 

[wt.%] 

Acetyl 

group 

removed 

[wt.%] 

Glucose 

yield 

[wt.%] 

Xylose 

yield 

[wt.%] 

Dilute acid 5-15 70-95 10-20 50-95 92a 93a 

Steam 

explosion 

1-5 40-95 40-50 50-85 87b 78b 

Hot water 1-10 40-55 N.D. 55-75 91a 81a 

Lime 1-3 3-35 50-60 90-95 94a 76a 

ARP 1-10 30-60 40-85 85-90 90a 88a 

Ammonia 0 0 0 80-95 96a 91a 
aEnzymatic saccharification was performed with Spezyme CP (Genencor) at 15FPU/g.  
bEnzymatic saccharification was performed using Celluclast 1.5 L at 65 FPU/g (Novozyme) 
mixture and 17 beta-glucosidase IU/g mixture. 
Glucose and xylose yield were calculated to the initial content of corn stover (based on acid 
saccharification). N.D.: not determined. 

 

1.2.2.1. アンモニア前処理 

 これまで様々な前処理方法が研究されてきたが、それらなかでアンモニア処理(Holtzapple et 

al., 1992)は、最も有望な前処理方法の1つである。アンモニア前処理を用いた酵素糖化プロセス

では、リグノセルロース系バイオマスを液化アンモニアに浸すことで前処理を行い、得られた前

処理バイオマスに対して酵素糖化を行うことで、グルコースなどの単糖を得る（Figure 1.8）。

前処理に液化アンモニアを用いることから、処理後のアンモニアは気体として除去でき、前処理

バイオマスは乾燥状態で得ることができる。そのため、アンモニア前処理においては、液体画分

へのバイオマス成分の溶出がない利点がある。また、アンモニア前処理を用いた酵素糖化プロセ

スでは、ほとんどのアンモニアを回収して、次の前処理のために使用することができる。 



 12 

 

Pretreated
biomass

Pretreatment
Lignocellulosic
biomass

Ammonia

Monosaccharide
Saccharification

Enzymes

Solid residue
 

Figure 1.8 Schematic image of ammonia pretreatment process. 

 

 

 アンモニア前処理がリグノセルロース系バイオマスの主要構成成分に与える特徴的な変化とし

て、セルロース結晶型の変態が挙げられる。リグノセルロース系バイオマスの主要な構成成分で

あるセルロース Iβは、アンモニア、第一級アミン、エチレンジアミンおよびポリアミンなどを包

接することでセルロース IIIIを形成することが知られており(Barry et al., 1936) (Creely & Wade, 

1978, Creely & Wade, 1978) (Wada et al., 2004)、このセルロース IIIIへの変態は熱水処理によ

って I 型に戻るので、III 型の形成プロセスは可逆的である(Wada et al., 2009)（Figure 1.9）(Wada 

et al., 2009)。また特に超臨界アンモニアを用いた処理では、セルロースの結晶性を低下するこ

となく III 型に変態することが知られている(Ishikawat et al., 1998)。これらのセルロース I から

セルロース IIIIへの変態は、酵素分解性を劇的に向上することが報告されている(Igarashi et al., 

2007)。これはセルロース I に比較して、セルロース IIIIが CBH の吸着可能な表面積が大きく、

かつセルロース分子間の間隔が大きいバルキーな結晶(Wada et al., 2004)であるために酵素分解

性が高いことが原因と考えられる。そのため、セルロース結晶型を変化させることができるアン

モニア前処理は、リグノセルロース系バイオマスの有望な前処理であると考えられている

(Igarashi et al., 2009)。 

 



 13 

Iα IIII

Iβ

NH3

 
Figure 1.9 Inter-conversion scheme among cellulose polymorphs. 

 

 

 またリグノセルロース系バイオマスのアンモニア前処理においては、アンモニアがヒドロキシ

ルイオンの生成に関与するだけでなく、アンモニア自身がバイオマス構成成分と反応する。その

ため、アンモニア前処理において生じる代表的な反応としては、１）加水分解反応だけではなく、

２）アンモノリシス反応、および３）メイラード反応も生じることが知られている（Figure 1.10）

(Chundawat et al., 2010)。アンモノリシス反応は主としてリグノセルロース系バイオマスに存

在するエステル結合と反応すると考えられており、特に草本バイオマスにおいては、アラビノキ

シランのアセチル基、リグニンおよびヘミセルロースのフェルラ酸、ジフェルラ酸、および p-ク

マル酸残基等と反応してアミド化合物を生じることが報告されている(Chundawat et al., 2010, 

Vismeh et al., 2013)。同様に広葉樹由来木質バイオマスであるポプラにおいても、アンモニア前

処理によって、キシラン側鎖のアセチル基が取り除かれることが報告されている(Kumar et al., 

2009)。また、メイラード反応としては、アンモニアが多糖類と反応することが知られており、

コーンストーバーにおいて複数のメイラード反応生成物が同定されている(Chundawat et al., 

2010)。 
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treated cell wall decomposition products that influence enzymatic
and microbial activity is unknown.

Lignin–carbohydrate complex (LCC) ester/ether linkages be-
tween lignin and hemicellulose are thought to be the major imped-
iments to enzymatic accessibility (Chundawat, 2009; Hatfield
et al., 1999). Cleavage of LCC linkages during AFEX likely precipi-
tates further ultrastructural modifications of the CW that improves
enzymatic digestibility (Chundawat, 2009). However, no attempt
has been made to quantify pretreatment end-products to gain a
fundamental, molecular-level understanding of the process (see
Fig. 1 for critical nitrogenous reactions that likely occur during
AFEX). There are reports of increased nitrogen content of NH3 trea-
ted hardwoods due to ammonolysis of hemicellulose acetyl link-
ages to acetamide (O’Connor, 1972; Weimer et al., 1986).
Residual nitrogenous compounds in NH3 pretreated substrates
are an important nitrogen source during fermentation (Lau and
Dale, 2009) and have potential benefits of being co-utilized as ani-
mal feed. However, the composition and yield of nitrogenous com-
pounds formed during AFEX has never before been determined.

Overall, there has never been a detailed material balance
quantifying any of the predominant CW decomposition products
formed during ammonia-based pretreatments. Precise quantifica-
tion of these products would allow formulation of artificial media
for development and adaptation of robust enzymes and ethanol-
ogens. Ammonolysis by-products may also serve as marker com-
pounds for process control during pretreatment. This has
relevance for high-solids loading based hydrolysis and fermenta-
tion operations in biorefineries employing ammonia-based pre-
treatments (DuPont-Danisco, 2010). Identification of major
decomposition products formed during AFEX and other ammo-
nia-based processes would lead to the development of kinetic
models necessary for scaling up pretreatment reactors while
simultaneously minimizing the formation of potential biological
inhibitors through relevant process modifications. In this paper,
we report for the first time a detailed mass balance comparing
the major CW (i.e. corn stover) decomposition products formed
for two leading CAFI pretreatment technologies; AFEX and di-
lute-acid pretreatment (da Costa Sousa et al., 2009). We further
characterize various ammonolytic and non-ammonolytic nitroge-
nous compounds formed during AFEX to provide a comprehen-
sive mass balance for reacted ammonia. Most analytes were
quantified (with minimal sample preparation) using Liquid Chro-
matography–Mass Spectrometry (LC–MS) and Gas Chromatogra-
phy–Mass Spectrometry (GC–MS) to avoid interference by
coeluting compounds that plague less-selective techniques (e.g.
UV absorbance).

2. Methods

2.1. Substrates and chemicals

Pioneer hybrid seed variety (33A14) based corn stover (CS) was
harvested in 2002 from Kramer farm in Wray (CO). The composi-
tion (NREL, 2008) of untreated corn stover (UTCS) was 34.4% glu-
can, 22.4% xylan, 4.2% arabinan, 0.6% mannan, 1.4% galactan, 11%
lignin, 2.3% protein, 6.1% ash, and 3.8% uronic acids (data from
NREL). Dilute acid pretreated corn stover (DATCS) was prepared
using a pilot scale continuous (Sunds) reactor as described else-
where (Schell et al., 2003). Pretreatment was conducted at 190 !C
at a biomass solids and sulfuric acid loading of 30% (w/w) and
0.048 g/g dry CS, respectively. The whole slurry from the reactor
was used in this study. Avicel (PH-101), oat spelt xylan and all
other chemicals were procured from Sigma–Aldrich (St. Louis,
MO). Feruloyl and coumaroyl amide were obtained from Ryan Sci-
entific (Mt. Pleasant, SC). Corn syrup dextrose oligosaccharides
were a gift from Tate & Lyle (London, UK).

2.2. AFEX pretreatment

AFEX pretreatment was carried out following a previously pub-
lished protocol (Lau et al., 2009). Six replicate batches of conven-
tional AFEX pretreatment for CS (AFCS) were conducted at
130 !C, 60% moisture loading, 1:1 NH3 to biomass loading (w/w)
for 15 min total residence time. Two replicate batches of higher
thermochemical severity (Note: Higher AFEX severity is comprised
of either higher ammonia loadings, longer residence times and/or
higher pretreatment temperatures with respect to conventional
AFEX conditions employed for CS.) for CS (H-AFCS) were conducted
at 130 !C, 60% moisture loading, 3:1 NH3 loading for 45 min total
residence time. Low (L) and high (H) severity AFEX on Avicel was
conducted at 100 !C (L) and 130 !C (H), 1:1 (L) and 3:1 (H) NH3

loadings, and 15 min (L and H) total residence time.

2.3. Solvent extraction methodology

Biomass samples were extracted using a Dionex ASE (Acceler-
ated Solvent Extractor) 200 extractor (Dionex Corporation, Sunny-
vale, CA) at 70 !C using the solvent of choice (water, acetone,
methanol or methyl-t-butyl ether). About 0.5–1 g of sample was
solvent extracted using an 11 ml ASE cell for 2 cycles, at 1500 psi
cell pressure, for 10 min residence time. The ASE solvent extracts
were freshly prepared the same day prior to each analysis.

Fig. 1. Schematic representation of ammonolysis/hydrolysis of lignin-carbohydrate ester linkages and other Maillard type reactions that can take place during ammonia-
based treatments.
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Figure 1.10 Schematic representation of nitrogenous reactions that occur during ammonia 

treatment. a; ammonolysis reaction of lignin-carbohydrate ester linkages, b; hydrolysis 

reaction of lignin-carbohydrate ester linkages, c; Maillard type reactions. (Chundawat et al., 

2010) 

 

 酸糖化プロセスに比較して、アンモニア前処理によって生じるバイオマス分解成分は少ないこ

とが報告されている(Lau et al., 2009, Chundawat et al., 2010, Garlock et al., 2012)。前処理

によって生じる分解物が少ないことは、糖の過分解による収率低下を最小限に抑えることが期待

できる。またバイオマスの酵素変換プロセスにおいては、前処理によって生成するバイオマス分

解物が、つづく酵素糖化や発酵プロセスの阻害要因となる場合がある。しかしながら、アンモニ

ア前処理を施したコーンストーバーおよびアカシアにおける研究では、(Teymouri et al., 2005, 

Lau et al., 2009, Chundawat et al., 2010)水洗浄および栄養添加をすることなく、アンモニア前

処理バイオマスを窒素源を含む基質として、つづく発酵プロセスを行うことができることが報告
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されている(Garlock et al., 2012, Uppugundla et al., 2014, Tang et al., 2015)。これらの利点

から、これまでに日本においてもアンモニア処理を草本バイオマスであるエリアンサスの酵素糖

化前処理として用いたエタノール生産が検討された(Kurosawa et al., 2014)。また、アンモニア

前処理を用いたコーンストーバーからの商業規模のエタノール生産プロジェクトも検討されてい

る(Sarks et al., 2016)。 

 アンモニアによる前処理は、エリアンサス(Kurosawa et al., 2014)、アルファルファ(Ferrer et 

al., 2002)、スイッチグラス(Reshamwala et al., 1995)、バミューダグラス(Reshamwala et al., 

1995)、コーンストーバー(Teymouri et al., 2004, Teymouri et al., 2005)、リードカナリーグラ

ス(Bradshaw et al., 2007)、ミスカンサス(Murnen et al., 2007)、イナワラ(Vlasenko et al., 1997)

などの草本バイオマスの酵素糖化前処理として、特に有効であることが報告されている。これら

の研究より、アンモニア前処理においては、アンモニア浸漬時の温度、アンモニア/バイオマス比、

処理時間、粒径および水分等(Chundawat et al., 2007)のパラメーターが前処理としての効果に

影響を及ぼすことが報告されている。また草本バイオマスに比較して、アンモニア前処理は広葉

樹においては効果が限定的であり(Balan et al., 2009, Garlock et al., 2012)、針葉樹においては

ほとんど効果がないことが報告されている(McMillan, 1994)。 

 

1.2.3. 酵素糖化プロセス 

1.2.3.1. バイオマス分解関連酵素 

	 リグノセルロース系バイオマスには様々な多糖が含まれるため、これらを効率的に糖化するた

めには、対応した酵素を混合して用いることが不可欠である。バイオマス分解関連酵素として、

糖質加水分解関連酵素（CAZy）データベース内において、セルラーゼやヘミセルラーゼなどの糖

質加水分解酵素（Glycoside hydrolase, GH）、アセチルキシランエステラーゼなどの糖質エス

テラーゼ（Carbohydrate Esterases, CE）、補助活性酵素（Auxiliary activities, AAs）などに分

類される酵素が知られている 

 なかでもセルラーゼは、リグノセルロース系バイオマスの主要な構成成分であるセルロース分

解において中心的な役割を果たす酵素であることが知られている。セルラーゼは、セルロース分
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子鎖のβ-1,4-グリコシド結合を加水分解する酵素の総称として用いられている。セルラーゼはセ

ルロース分解特性の差によって、エンド型グルカナーゼ（Endo-glucanase, EG）とセロビオヒド

ロラーゼ（Cellobiohydrolase, CBH）に慣習的に分類されてきた。EGは非晶性セルロースや可

溶性セロオリゴ糖などに対する反応性が高く、それらの分子鎖を内側からランダムに切断して重

合度を大きく低下させるが、結晶性セルロースへの反応性が低い。これに対して、CBH に分類さ

れる酵素は、セルロースに結合できるドメイン（Cellulose-binding domain, CBD）と加水分解

ドメイン（Catalytic domain, CD）およびそれらをつなぐリンカーによって構成される。CBH は

結晶性セルロースを分解することができ、主要な生成物としてセロビオースを与える。 

 CBH によるセルロース分解においては、まず CBD がセルロース結晶の疎水面に吸着したあと、

CDがセルロース分子鎖を捉え、β-1,4-グリコシド結合が加水分解される。CBH 濃度が高くなる

と、セルロース結晶表面における酵素の表面密度も高くなるために、CD によるセルロースへの

吸着反応が阻害される。その結果、CD がセルロース分子鎖を捉えることができず、加水分解も

阻害される。これらの現象から、効率的なセルロース分解においては、セルロース表面における

セルラーゼの密度が重要であり、セルロース表面の状態がセルラーゼによる加水分解に大きく関

与する。特にアンモニア処理を施すことで得られるセルロース IIIIは、セルロース I に比べてセル

ラーゼの最大吸着量が大きく、また酵素分解性も非常に高いことがシオグサ由来セルロースにお

ける研究において報告されている。セルロース IIIIは、セルロース I に比べて、バルキーな結晶で

あることから、リグノセルロース系バイオマスの最も主要な構成成分であるセルロースの分解に

おいては、セルロース結晶型の変態が酵素分解性を向上させるうえで重要であると考えられてい

る。 

	 ヘミセルラーゼは、リグノセルロース系バイオマスの主要な構成成分であるヘミセルロースを

加水分解する酵素の総称である。ヘミセルロースは様々な構成糖を含むヘテロな多糖であり、多

くの分岐構造を有するために、その分解は側鎖の種類や頻度によって大きく制約をうける。その

ため、ヘミセルロースの分解には様々な酵素を組み合わせて用いる必要がある。 

 広葉樹由来木質バイオマスの代表的なヘミセルラーゼとして、キシランのβ-1,4-グリコシド結

合を加水分解するβ-D-キシラナーゼが知られている。キシラナーゼはキシラン主鎖をランダムに

加水分解するエンド型の酵素であり、そのほとんどが GHファミリーの 10 および 11 に分類され
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ている。GH10 と 11 のファミリーに属するキシラナーゼを比較したとき、両者では異なる分解生

成物が得られることが知られている。これは両キシラナーゼの側鎖認識特性が異なるためである

と考えられており、この側鎖認識特性の差はキシランの側鎖がキシラナーゼの活性中心に入るこ

とができるかという立体障害によって説明される。特に木材腐朽のモデル担子菌である

Phanerochaete chrysosporium 由来 GH10 と GH11 のキシラナーゼによって XX 由来キシラン

を分解したとき、Figure 1.12 に例示した分解生成物が得られる。特にグルクロン酸を側鎖として

持つ 4-O-メチルグルクロノキシランを基質とした場合において、両キシラナーゼが作用するため

には GH10 では 2 残基、GH11 では 3 残基以上の側鎖を持たないキシロース残基が必要である。 

	 例えば、広葉樹由来キシラン等の多糖が単糖まで完全に加水分解されるためには、キシラン側

鎖のアセチル基を遊離するエステラーゼなどの側鎖分解酵素や、オリゴ糖を単糖まで分解するα-、

β-グリコシダーゼも必要である。これらの酵素のいくつかの特性を Table 1.4 に要約する。 
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Figure 1.11 Major xylan degradation enzymes.(Yoshida et al.) 

 

 

 

Figure 1.12 Example of xylan degradation products from GH10 and GH11 xylanases. 

(Yoshida et al.)
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Table 1.4 Major biomass degradation enzymes. 

Name Function 

Cellobiohydrolyase I (CBH I) Hydrolysis of cellulose chain from the reducing end 

and release cellobiose. 

Cellobiohydrolyase II (CBH II) Hydrolysis of cellulose chain from the 

non-reducing end and release cellobiose. 

Endo-glucanase (EG) Hydrolysis of glycosidic bonds randomly inside 

cellulose chains. 

β-Glucosidase  Hydrolysis of cello-oligosaccharides into glucose  

Endo-xylanase Hydrolysis of glycosidic bonds inside xylan chain  

β-Xylosidase  Hydrolysis of xylo-oligosaccharides into xylose  

β-Mannanases Hydrolysis of glycosidic bonds inside mannan chain  

β-Mannosidases Hydrolysis of manno-oligosaccharides into mannose  

α-Arabinofuranosidases  Remove arabinose from the xylan main chain  

α-D-Glucuronidases  Remove the 4-o-methyl-D-glucuronic acid side chain 

from the xylan  

Acetyl xylan esterases Hydrolysis of acetyl groups from xylan main chain  

Ferulic acid esterases Hydrolysis of the ester bond between the arabinose 

and ferulic acid  

Lytic polysaccharide 

monooxygenase  

Help the original GH, PL and CE enzymes gain access 

to the carbohydrates comprising the plant cell wall. 
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1.2.3.2. 市販酵素製剤を用いた糖化プロセス 

 リグノセルロース系バイオマスには様々な多糖や高分子化合物が含まれるため、これらを効率

的に酵素糖化するためには、対応した酵素を混合して用いることが不可欠である。そのため、様々

な酵素を混合した酵素剤が各社から販売されている(Malgas et al., 2017)。一般にこれらの酵素剤

には、セルラーゼやヘミセルラーゼなどの糖質加水分解酵素、アセチルキシランエステラーゼな

どの糖質エステラーゼ、補助活性酵素などに分類される酵素が含まれている。 

Table 1.5 Enzyme activities reported in commercially available enzyme mixtures. (Partially 

modified (Malgas et al., 2017) and references therein) 

Name Cellulase Endoglucanase Glucosidase Xylanase Xylosidase 
Cellulast 95.2c 385.1a 0.3b 813.9a 0.4b 
 60.7c - 65e - - 
 63.8c - 30d - - 
 65c - 10d - - 
Spezyme 58.2c - 128b 2622b 7.3b 
 55.2c - 15.4d - - 
 59c - - 2622b - 
Novozyme 188 8.5c - 665b 123b 16.6b 

- - 856d - - 
 0.1c - 662d - - 
 - - 665e - - 
 - - 626.4d - - 
Accelerase 1000 299.33c - - - - 
 67.3c - 84.2d - - 
Accelease 1500 10.95c 178.37b 33.42b 97.03b 0.2b 

262.48c - - - - 
Cellic CTec 534.24c - - - - 
 86.5c - 564d - - 
 126c - 269d - - 
 115.6c - 281d - - 
Cellic HTec - - - 1090e - 
 - - - 1090e - 
 - - - 1654b - 

aμg/min/mL, bμmol/min/mL, cFPU/mL, dFXU/mL, eCMC/mL,  
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1.3. 本研究の目的 

 草本バイオマスでは、脱リグニンを伴わないアンモニア処理のような簡便な前処理によっても

酵素糖化を非常に効率的に行うことができることが示されている。しかし、特に木質バイオマス

ではリグニンの除去を伴う前処理が、酵素糖化の効率化のためには不可欠とされている。アンモ

ニア前処理のような簡便な前処理を広葉樹由来木質バイオマスに適用できることが望ましいが、

アンモニア前処理の適用例はアカシアおよびポプラだけで、この場合、草本バイオマスにおける

酵素糖化に比べて、前処理としての効果は小さく、適用は困難であることが指摘されている。そ

こで本研究では、脱リグニン処理を伴わないアンモニア前処理の広葉樹由来木質バイオマスの酵

素糖化への適用拡大を目指して研究に取り組むとともに、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化

における制約要因を精査することで、酵素糖化のさらなる効率化を検討した。 

 上述した目的を達成するために、まず第二章においてアンモニア前処理の適用事例の報告のあ

るアカシアおよびポプラを含めた、資源量の豊富な合計６樹種の広葉樹由来木質バイオマスの酵

素糖化に与えるアンモニア前処理の影響を調べ、その適用可能性を調べた。次に第三章にて、広

葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化において、リグニンを除去すれば酵素糖化の制約要因が解除

されるのかを明らかにするためにホロセルロースの酵素分解性を詳細に調べた。また第四章にて、

アンモニア前処理広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化に有効な酵素を探索するために、木材腐

朽菌 Phanerochaete chrysosporium がアンモニア前処理シラカバを炭素源とした培養時に生産

する酵素を網羅的に探索した。さらに、第五章にて、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化の効

率化を目指して、酵素剤の強化およびオゾン処理による脱リグニン処理が酵素糖化の効率化に与

える効果を調べた。以上の取り組みにより、広葉樹由来木質バイオマスの効率的な酵素糖化にお

ける指針を得ること目的とした。 
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2. アンモニア前処理バイオマスの酵素糖化特性 
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2.1 目的 

 キシランとリグニン含有率の異なる6種類の広葉樹由来木質バイオマスおよび対照とした草本

バイオマス（エリアンサス）について、アンモニア前処理が化学的特徴および酵素糖化特性に与

える影響を構成成分含有率、結晶構造の変化、化学結合状態に基づき比較検討することで、アン

モニア前処理が広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化に与える影響を明らかにすることを目的と

した。 

 

2.2 実験 

2.2.1 試料調製 

 広葉樹由来木質バイオマスであるアカシア（Acacia mangium、王子製紙株式会社提供）、ブ

ナ（Fagus crenata、市販板材を購入）、シラカバ（Betula platyphylla、森林総合研究所東北支

所提供）、ユーカリ（Eucalyptus camaldulensis、王子製紙株式会社提供）、ポプラ（Populus 

sieboldii、森林総合研究所東北育種場提供）、ヤナギ（Salix pet-susu、森林総合研究所北海道支

所提供）および草本バイオマスであるエリアンサス（Erianthus ravennae、生体調和農学機構提

供）をウィリー式ミル（W140、池田サイエンティフィック社、東京、日本）を用いて粉砕した

あと、ふるい分けすることで40メッシュパスの木粉を得た。得られた木粉をベンゼン-エタノール

（2:1 v / v）溶液を用いてソックスレー抽出することで、未処理バイオマスを得た。未処理バイ

オマスを-13℃に設定した浴中で冷却したステンレス製圧力容器に装填し、圧力容器にアンモニア

ガスを導入することで、試料を液体アンモニア中に完全に浸漬した。圧力容器を密閉したあと、

140℃で1時間加熱処理することでアンモニア処理を行った。未処理バイオマスおよびアンモニア

処理バイオマスの含水率は、乾熱乾燥式水分計（MS-70; 研精工業、神奈川、日本）を用いて測

定した。 

 

2.2.2 バイオマス試料の構成成分分析 

 未処理およびアンモニア処理バイオマスの中性糖、有機酸、リグニンおよび窒素含有率を明ら

かにするため構成化学成分の分析を行った。中性糖含有率の測定は、硫酸法(A. Sluiter, 2008)を

一部改変して行った。中性糖分析では、約 0.1 g のバイオマス試料に 72%硫酸水溶液 1 mL を加
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え、ガラス棒を用いて押しつぶしながら 30℃で 1 時間処理した。処理後の試料に 28 mL の蒸留

水を加え（最終硫酸濃度、4％）、121℃で 1 時間処理し、上澄み液をガラスフィルター(Whatman)

でろ過した。得られたろ液は高速液体クロマトグラフ（Prominence シリーズ、島津製作所、京

都、日本）によって分析した。高速液体クロマトグラフの検出器には荷電エアロゾル検出器

（Corona Veo RS; Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を用い、分析用カラムには SP0810

カラム（昭和電工、神奈川、日本）を用いた。また高速液体クロマトグラフィーによる分析時の

溶出液として、アセトニトリル/ 水 13.0/ 87.0（v/ v）を流速 0.5 mL/min で用いた。標準試薬

には分析用グレードの L-アラビノース、D-ガラクトース、D-グルコース、D-マンノース（いずれ

も和光純薬工業株式会社、大阪、日本）、D-キシロース（東京化成工業株式会社、東京、日本）

を用いた。 

 酸性不溶性リグニン（Klason lignin）は Klason 法(Dence, 1992)に従って測定したが、硫酸濃

度などは中性糖分析と同一条件で実施した。 

 グルクロン酸および酢酸の定量においては、約 0.1 g のバイオマス試料に 72%硫酸水溶液 1 mL

を加え、ガラス棒を用いて押しつぶしながら 30℃で 1 時間処理した。処理後の試料に 10 mL の

蒸留水を加え（最終硫酸濃度、10％）、121℃で 1 時間処理し、上澄み液をガラスフィルター

(Whatman)でろ過した。得られたろ液は高速液体クロマトグラフ（Prominence シリーズ、島津

製作所、京都、日本）によって分析した。高速液体クロマトグラフの検出器には UV-2075 検出

器（島津）を用い、分析用カラムには KC-811 および SH-1821 カラム（昭和電工）を用いた。ま

た高速液体クロマトグラフィーによる分析時の溶出液として、3mMの硫酸水溶液を流速 1.0 mL 

/min で用いた。分離後の有機酸は 10 倍希釈 ST-3R(昭和電工)と反応させ、430 nm における吸

光度を測定した。定量分析のための標準物質として、分析用グレードの酢酸およびグルクロン酸

（和光純薬工業株式会社、大阪、日本）を用いた。 

 未処理バイオマスおよびアンモニア処理バイオマスの窒素含有率は窒素・硫黄分析装置

T-2100H(三菱化学アナリテック、三重、日本)、窒素検出器ND-210(三菱化学アナリテック)およ

びオートボードコントローラーABC-210(三菱化学アナリテック)を用いて測定した。各バイオマ

ス試料約3 mgを磁性ボードにセットし、電気炉入口温度800°、出口温度900°の条件で、155 mm

で20秒間、170 mmで50秒間、190 mmで10秒間燃焼させた。燃焼によって得られたNOガスと
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オゾンとが反応することで発生した光強度を測定することで窒素を定量した。定量のための標準

試薬として、分析グレードのピリジンおよびトルエン（和光）を使用した。 

 

2.2.3 バイオマス試料の分光分析 

 真空乾燥機 DP-33(Yamato)を用いて乾燥した未処理およびアンモニア処理バイオマス約 150 

mg を 200 kgf/cm2で 30 秒間加圧成型し、得られた錠剤をフーリエ変換赤外分光光度計（FT-IR）

測定および X線回折（XRD）測定に用いた。FT-IR にあたっては分光計（Thermo Fisher Scientific, 

Inc., Pittsburgh, PA, USA）を用いた。X線回折は管球型 X線発生装置 RINT2200(リガク)を用

い、ディフラクトメトリー法によって行った。電圧 38 kV、電流 50 mA で発生し、モノクロメ

ーターで単色化した CuKα線(波長 0.15418 nm)を用い、走査範囲 2θを 5°から 30°、ステップ幅

0.1°、集積時間 20 秒の条件にてステップスキャン法で測定した。 

 

2.2.4 バイオマス試料の酵素糖化実験 

 未処理およびアンモニア処理バイオマスを酵素糖化のための基質として使用した。等量の

Cellic® CTec（Novozymes、Bagsvaerd、Denmark）およびCellic® HTec（Novozymes）を混

合し、酵素カクテルとして使用した（Table 2.1）。未処理およびアンモニア処理バイオマス（1.0％

w / v）について、50mM酢酸ナトリウム（pH4.5）中、37℃、15rpmにて、酵素/バイオマス（E/B）

比1/ 25にて酵素糖化を行った。酵素糖化1、2、4、8、24および48時間反応後、得られた反応溶

液に含まれるD-グルコースおよびD-キシロースの量を、グルコースCII-テストワコー試薬（Wako）

およびD-キシロースアッセイキット試薬（Megazyme International Ireland、Ltd.、Wicklow、

Ireland）によって測定した。各測定データは、3回の測定の平均値として示した。 
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Table 2.1 Activities of enzymes examined in this study 

Activities Cellic CTec [U/μL] Cellic HTec [U/μL] 

Cellulase1) 4.0±0.1 0.3±0.1 

Xylanase1) 4.7±0.6 1.3±0.1 

Glucosidase2) 2,165±233 1.0±0.1 

Xylosidase2) 86±2 42±1 

Arabinofuranosidase2) 23±0.4 6.7±0.2 

Glucuronidase2) 2.1±0.7 0.7±0.3 

Acetylesterase2) 0.4±0.8 0.4±0.1 
 

 

1)To measure activities of cellulase and xylanase, Cellic® CTec or HTec was incubated with 
1.0% (w/v) avicel or xylan in 1 mL of 50 mM sodium acetate pH 4.5 at 37°C and 15 rpm at an 
initial E/B ratio of 1/50 for 24 h. The yields of monosaccharide with CTec (33.7% and 27.1% 
for glucose and xylose, respectively), and HTec (1.8% and 8.0% for glucose and xylose, 
respectively). Here, one unit of cellulase and xylanase were defined as the amount of enzyme 
required to release 1 nmol reducing sugar per min-1 under the assay conditions. 
2)We have used following substrates to measure the activities of enzymes; Glucosidase 
acitivity, 4-Nitrophenyl β-D-Glucuronide; Xylosidase, 4-Nitrophenyl β-D-xylopyranoside; 
Arabinofuranosidase, 4-Nitrophenyl α-L-arabinofuranoside; Glucuronidase, 4-Nitrophenyl 
α-D-Glucopyranosiduronic Acid; Acetylesterase, 4-nitrophenyl acetate. The activities were 
estimated from the release of p-nitrophenol.  
We also measured the activity of glucuronidase by α-glucuronidase assay kit (Megazyme). In 
that case, both the activity of glucuronidase of Ctec and Htec was under 0.1 U/μL. 
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2.3 結果 

2.3.1. アンモニア前処理がバイオマスの構成化学成分に与える影響 

 6種の広葉樹由来木質バイオマスおよび対照とした草本バイオマス（エリアンサス）について、

構成化学成分、結晶構造、結合状態および酵素糖化に与えるアンモニア前処理の影響を調べた。

未処理およびアンモニア前処理した試料のセルロース（グルコース収率から無水換算して算出）、

キシラン（キシロース収率から無水換算して算出）、リグニンおよび窒素含有率の分析結果をTable 

2.2に示す。アンモニア前処理によるバイオマス重量の減少は5 wt.％以下であり、処理後も主要

なバイオマス構成成分は固体画分に残存することが確認された。アンモニア前処理によって、草

本バイオマスでは顕著なリグニン含有率の減少が確認されたが、広葉樹由来木質バイオマスでは

リグニン含有率に大きな変化は確認されなかった。広葉樹由来木質バイオマスに含まれるセルロ

ース含有率は33-41 wt.%であり、草本バイオマスのセルロース含有率33 wt.%よりも高かった。

広葉樹由来木質バイオマスにおいては、キシラン含有率とリグニン含有率に樹種間で大きな差異

が確認された。未処理バイオマスにおいて比較したとき、シラカバおよびヤナギは他の広葉樹よ

りも高いキシラン含有率（それぞれ16.4％および14.4％）および低いリグニン含有率（それぞれ

21.3％および23.0）を有することが分かった。これに対して、アカシア、ユーカリおよびポプラ

では、他の広葉樹よりも高いリグニン含量（それぞれ30.5％および27.0％）およびより低いキシ

ラン含量（それぞれ8.3％および10.2％）であった。またブナは、上記の2つのグループと比較し

て中程度のリグニンおよびキシラン含量（それぞれ23.7％および13.6％）を示した。同様の傾向

はアンモニア前処理試料でも確認され、広葉樹由来木質バイオマスにおいては、樹種によってキ

シランおよびリグニン含有率に大きな差異があることが確認された。また、アンモニア処理にと

もなってグルクロノイル基の含有率のわずかな減少も観察された。Figure 2.1に有機酸含有率と

キシラン含有率との関係を示す。広葉樹由来木質バイオマスにおいて、アセチル基含有率とキシ

ラン含有率には良好な相関が確認されたが（Figure 2.1a）、グルクロン酸含有率とキシラン含有

率の間（Figure 2.1b）には明確な相関は確認されなかった。 
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Table 2.2. Analytical data of untreated and ammonia-treated biomasses. 

Name Treatment 
Ara 

[%] 

Gal 

[%] 

Glc 

[%] 

Man 

[%] 

Xyl 

[%] 

Acacia Untreated 0.2 ± 0.2 1.0 ± 0.1 40.8 ± 3.1 1.1 ± 0.4 8.3 ± 0.8 

 
Ammonia-treated 0.2 ± 0.0 0.8 ± 0.0 39.7 ± 0.5 1.2 ± 0.1 10.2 ± 0.2 

Beech Untreated 0.4 ± 0.1 1.1 ± 0.3 36.7 ± 4.5 1.1 ± 0.2 13.6 ± 0.4 

 
Ammonia-treated 0.4 ± 0.0 0.8 ± 0.0 33.3 ± 1.3 1.1 ± 0.0 16.1 ± 0.2 

Birch Untreated 0.4 ± 0.1 1.6 ± 0.6 33.1 ± 1.2 1.4 ± 0.4 16.4 ± 1.0 

 
Ammonia-treated 0.5 ± 0.0 1.4 ± 0.1 35.0 ± 0.9 1.5 ± 0.0 19.3 ± 0.3 

Eucalyptus Untreated 0.3 ± 0.2 1.6 ± 0.4 37.6 ± 2.8 0.7 ± 0.2 10.2 ± 0.5 

 
Ammonia-treated 0.4 ± 0.0 1.6 ± 0.1 38.7 ± 0.2 0.7 ± 0.1 11.1 ± 0.1 

Poplar Untreated 0.5 ± 0.1 1.0 ± 0.2 39.3 ± 1.3 1.0 ± 0.4 14.1 ± 1.1 

 
Ammonia-treated 0.5 ± 0.0 0.7 ± 0.0 40.1 ± 0.8 1.1 ± 0.1 14.7 ± 0.1 

Willow Untreated 0.3 ± 0.2 0.8 ± 0.2 38.0 ± 4.3 1.8 ± 0.3 14.4 ± 0.3 

 
Ammonia-treated 0.3 ± 0.0 0.8 ± 0.0 38.8 ± 0.6 1.8 ± 0.0 15.0 ± 0.1 

Erianthus Untreated 3.2 ± 0.3 0.9 ± 0.4 33.4 ± 2.4 0.0 ± 0.0 16.0 ± 1.4 

 
Ammonia-treated 3.3 ± 0.0 1.1 ± 0.0 33.3 ± 0.3 0.0 ± 0.0 18.0 ± 0.1 

 
HPLC was used to measure the contents of arabinose (Ara), galactose (Gal), glucose (Glc), 
mannose (Man), and xylose (Xyl) in untreated and ammonia-treated biomasse Neutral sugars 
are presented as the weight percentages contained in the biomass sample (%). Each value is 
the mean of three measurements with the standard deviation 
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Table 2.2. Analytical data of untreated and ammonia-treated biomasses. (Continued) 

Name Treatment 
KL 

[wt.%] 

GlcA 

[%] 

AcOH 

[%] 

Nitrogen 

[wt.%] 

Recovery of  

weight [%] 

Acacia Untreated 30.5 ± 0.3 1.5 ± 0.2 3.6 ± 0.0 0.1 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 29.7 ± 0.3 1.3 ± 0.1 2.4 ± 0.1 0.7 ± 0.1 95 

Beech Untreated 23.7 ± 1.2 1.9 ± 0.1 8.2 ± 0.0 0.1 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 21.6 ± 0.4 1.7 ± 0.1 5.9 ± 0.0 0.6 ± 0.0 98 

Birch Untreated 21.3 ± 1.3 2.0 ± 0.0 7.0 ± 0.1 0.1 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 20.8 ± 0.2 1.9 ± 0.1 5.1 ± 0.1 0.6 ± 0.0 99 

Eucalyptus Untreated 27.0 ± 2.7 2.5 ± 0.0 4.9 ± 0.2 0.2 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 28.1 ± 0.9 2.0 ± 0.0 3.4 ± 0.0 0.7 ± 0.0 96 

Poplar Untreated 24.4 ± 1.9 1.8 ± 0.1 5.9 ± 0.0 0.1 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 25.3 ± 0.6 1.9 ± 0.1 2.8 ± 0.1 0.5 ± 0.0 99 

Willow Untreated 23.0 ± 1.2 2.5 ± 0.0 6.6 ± 0.1 0.2 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 21.6 ± 0.2 2.0 ± 0.1 5.3 ± 0.0 0.7 ± 0.0 97 

Erianthus Untreated 20.1 ± 1.6 1.5 ± 0.2 3.7 ± 0.1 0.4 ± 0.0 - 

 
Ammonia-treated 13.1 ± 0.3 1.3 ± 0.1 2.2 ± 0.0 0.9 ± 0.1 98 

 
HPLC was used to measure the contents of glucuronic acid (GlcA) and acetic acid (AcOH) 
contents in untreated and ammonia-treated biomasses. Nitrogen content was determined 
using a total nitrogen analyser. Klason lignin (KL) was estimated according to the Klason 
method. Glucuronic acid, and acetic acid contents are presented as the weight percentages 
contained in the biomass sample (%). Each value is the mean of three measurements with the 
standard deviation 
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Figure 2.1. The relationship between organic acid content and xylan content. Open circles, 
ammonia-treated acacia; open squares, ammonia-treated beech; open triangles, 
ammonia-treated birch; closed circles, ammonia-treated eucalyptus; closed squares, 
ammonia-treated poplar; closed triangles, ammonia-treated willow.  
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2.3.2. アンモニア前処理がバイオマスの化学結合および結晶構造に与える影響 

 未処理およびアンモニア処理バイオマスのFTIRスペクトルを 

Figure 2.2に示す。全ての試料において、1745cm-1付近の吸収ピークは消失し、1245cm-1付近は

アンモニア処理後に減少した。これらのピークはアセチル基に由来する(Sun et al., 2005, 

Windeisen et al., 2007, He et al., 2008)ことから、得られた結果は化学分析の結果と一致した。

すべてのアンモニア前処理試料において、1650cm-1付近に新しいピークが観察された。このピー

クはアミド結合の形成に対応することから、アンモニア前処理試料の化学分析において、窒素含

有率が増大した結果と一致した。 

 未処理およびアンモニア前処理試料のXRDスペクトルをFigure 2.3に示す。未処理バイオマス

ではセルロースⅠに特徴的な14.9°、16.7°、22.8°付近の回折ピークが確認されたが、アンモニア

前処理バイオマスではセルロースⅢⅠに特徴的な11.7°および20.8°付近の回折ピークが確認され

た。これらことから、アンモニア前処理は、植物種にかかわらず、バイオマス中のほぼすべての

セルロースの結晶型をセルロースIからセルロースIIIIに結晶型を変態したことが確認された。 
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Figure 2.2.  FTIR analysis of untreated and ammonia-treated biomasses. UAc, untreated 
acacia; UBe, untreated beech; UBi, untreated birch; UEu, untreated eucalyptus; UPo, 
untreated poplar; UW, untreated willow; UEr, untreated Erianthus meal; AAc, 
ammonia-treated acacia; ABe, ammonia-treated beech; ABi, ammonia-treated birch; AEu, 
ammonia-treated eucalyptus; APo, ammonia-treated poplar; AWi, ammonia-treated willow; 
AEr, ammonia-treated Erianthus meal.
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Figure 2.3. X-ray diffraction profiles of untreated and ammonia-treated biomasses. UAc, 
untreated acacia; UBe, untreated beech; UBi, untreated birch; UEu, untreated eucalyptus; 
UPo, untreated poplar; UW, untreated willow; UEr, untreated Erianthus meal; AAc, 
ammonia-treated acacia; ABe, ammonia-treated beech; ABi, ammonia-treated birch; AEu, 
ammonia-treated eucalyptus; APo, ammonia-treated poplar; AWi, ammonia-treated willow; 
AEr, ammonia-treated Erianthus meal.
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2.3.3. アンモニア前処理バイオマスの酵素糖化における経時変化 

 未処理バイオマスの酵素糖化におけるグルコースおよびキシロース収率の経時変化を Figure 

2.4 に示す。またアンモニア処理バイオマスの酵素糖化におけるグルコースおよびキシロース収

率の経時変化を Figure 2.5 に示す。未処理バイオマスと比較してグルコースおよびキシロース生

成速度はアンモニア処理バイオマスの方が高かった。エリアンサスの酵素糖化においてはグルコ

ースとキシロースが同時に生成したが（Figure 2.5g）、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化に

おいては（Figure 2.5a-f）、キシロース生成に比べてグルコース生成が遅れた。したがって広葉

樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、セルロース分解に比較してキシラン分解が先行す

ると考えられる。 
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Figure 2.4. Enzymatic hydrolysis of untreated lignocellulosic biomasses, acacia, beech, birch, 
eucalyptus, poplar, willow, and Erianthus. a: acacia; b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: 
poplar; f: willow; g: Erianthus; Open circles, glucose yield; closed circles, xylose yield. Equal 
amounts of Cellic® CTec and HTec were mixed and used for enzymatic hydrolysis. This 
enzyme cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or ammonia-treated biomass in 1 
mL of 50 mM sodium acetate pH 4.5 at 37°C and 15 rpm at an initial E/B ratio of 1/25. 
Glucose and xylose concentrations were determined with glucose and xylose assay kits. 
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Figure 2.5. Enzymatic hydrolysis of ammonia-treated lignocellulosic biomasses, acacia, 
beech, birch, eucalyptus, poplar, willow, and Erianthus. a: acacia; b: beech; c: birch; d: 
eucalyptus; e: poplar; f: willow; g: Erianthus; Open circles, glucose yield; closed circles, 
xylose yield. Equal amounts of Cellic® CTec and HTec were mixed and used for enzymatic 
hydrolysis. This enzyme cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or 
ammonia-treated biomass in 1 mL of 50 mM sodium acetate pH 4.5 at 37°C and 15 rpm at an 
initial E/B ratio of 1/25. Glucose and xylose concentrations were determined with glucose 
and xylose assay kits. 
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2.3.4. アンモニア前処理がバイオマスの酵素糖化収率に与える影響 

 未処理およびアンモニア処理バイオマスの酵素糖化 48 時間におけるグルコース収率およびキ

シロース収率を Table 2.3 に示す。アンモニア前処理は広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化を

促進したが、酵素糖化前処理としての効果には樹種によって大きな差異が確認された。アンモニ

ア前処理を施した広葉樹由来木質バイオマスにおける糖化収率を比較したとき、グルコース収率

は大きい順にシラカバ、ヤナギ、ブナ、ポプラ、ユーカリおよびアカシアであった。同様にキシ

ロース収率は大きい順にヤナギ、シラカバ、ブナ、ユーカリ、ポプラおよびアカシアであった。

エリアンサス（グルコースおよびキシロース収率はそれぞれ 108％と 97.9％）と比較すると低い

が、アンモニアの前処理はシラカバに対して特に効果的であり、グルコース収率 53.3％およびキ

シロースの収率 64.8％が得られた。またヤナギにおいても高いグルコース収率 47.6％とキシロー

ス収率 82.4％が得られた。これに対して、アカシア（グルコース収率 3.1％およびキシロース収

率 22.9％）、ユーカリ（グルコース収率 15.1％およびキシロース収率 40.6％）およびポプラ（グ

ルコース収率 17.0％およびキシロース収率 34.9％）では、アンモニア前処理の効果が小さく、こ

れは以前の報告の結果と一致していた(Balan et al., 2009, Garlock et al., 2012)。 

 アンモニア前処理を施した広葉樹由来木質バイオマスにおける酵素糖化 48 時間後のグルコー

スとキシロース収率との間の関係を Figure 2.6 に示した。広葉樹由来木質バイオマスにおけるグ

ルコースとキシロース収率には、正の相関があることが確認された。この正の相関に基づく回帰

直線は x軸切片（キシロース収率）がゼロではないことから、広葉樹由来木質バイオマスにおい

ては、セルロースが分解されなくても分解されるキシランが一定量存在することが示唆された。

注目すべきことに、アンモニア前処理を施したコーンストーバーおよびポプラの酵素糖化におい

ても同様の傾向があることが報告されている(Wyman et al., 2009)。 

 アンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化 48 時間後（E/B = 1/25 および pH4.5）

のグルコースおよびキシロース収率と、主要構造成分含有率の関係を Figure 2.7 に示す。グルコ

ースおよびキシロース収率とキシラン含有率との間には正の相関が確認されたが、グルコースお

よびキシロース収率とリグニン含有率との間には負の相関が観察された。言い換えれば、相対的

に高キシラン含有率および低リグニン含有率であるシラカバおよびヤナギでは、高い糖化収率が

得られた。これに対して、アカシア、ユーカリおよびポプラなどの広葉樹由来木質バイオマスは、
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相対的に低キシラン含有率および高リグニン含有率であり、酵素糖化収率は低かった。異なる広

葉樹由来木質バイオマスを用いたため直接的な比較は慎重に行う必要があるが、アンモニア前処

理は広葉樹由来木質バイオマスのキシラン含有率が高く、リグニン含有率の低い広葉樹種の酵素

糖化を大幅に改善したことが確認された。 
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Table 2.3. Enzymatic hydrolysis of untreated and ammonia-treated biomasses. 

Name 

Glucose yield 
 

Xylose yield 

Untreated 

[%] 

Ammonia 

-treated [%] 
Fold 

 

Untreated 

[%] 

Ammonia 

-treated [%] 
Fold 

Acacia 1.5 ± 0.0 3.1 ± 0.2 2.1 

 

2.5 ± 0.6 22.9 ± 1.0 9.3 

Beech 3.5 ± 0.2 28.4 ± 0.6 8.1 

 

1.7 ± 0.3 51.6 ± 1.9 30 

Birch 4.3 ± 0.3 53.3 ± 0.7 12 

 

2.1 ± 0.2 64.8 ± 1.9 31 

Eucalyptus 2.4 ± 0.1 15.1 ± 0.8 6.3 

 

1.6 ± 0.1 40.6 ± 1.3 25 

Poplar 4.8 ± 0.5 17.0 ± 0.7 3.5 

 

2.4 ± 0.3 34.9 ± 0.7 15 

Willow 6.4 ± 0.7 47.6 ± 2.1 7.4 

 

2.0 ± 0.1 82.4 ± 4.0 41 

Erianthus 24.8 ± 3.0 108 ± 13 4.3 

 

6.8 ± 1.0 97.9 ± 1.6 14 

 
Equal amounts of Cellic® CTec and HTec were mixed and used for enzymatic hydrolysis. 
This enzyme cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or ammonia-treated biomass 
in 1 mL of 50 mM sodium acetate pH 4.5 at 37 °C and 15 rpm at an initial E/B of 1/25. The 
reaction mixtures were sampled at 48 h. Glucose and xylose concentrations were determined 
with glucose and xylose assay kits. 
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Figure 2.6. Relationship between glucose and xylose yields of ammonia-treated biomasses. 
Open circles, ammonia-treated acacia; open squares, ammonia-treated beech; open triangles, 
ammonia-treated birch; closed circles, ammonia-treated eucalyptus; closed squares, 
ammonia-treated poplar; closed triangles, ammonia-treated willow. Equal amounts of 
Cellic® CTec and HTec were mixed and subjected to enzymatic hydrolysis. The enzyme 
cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or ammonia-treated biomass in 1 mL 50 
mM sodium acetate (pH 4.5) at 37°C agitated at 15 rpm with initial enzyme/biomass (E/B) 
ratio of 1/25. The reaction mixture were sampled at 48 h. Glucose and xylose concentrations 
were determined using specific assay kits. 
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Figure 2.7. Relationship between composition and sugar yield for ammonia-treated 
biomasses. Open circles, ammonia-treated acacia; open squares, ammonia-treated beech; 
open triangles, ammonia-treated birch; closed circles, ammonia-treated eucalyptus; closed 
squares, ammonia-treated poplar; closed triangles, ammonia-treated willow. Equal amounts 
of Cellic® CTec and HTec were mixed and applied for enzymatic hydrolysis. This enzyme 
cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or ammonia-treated biomass in 1 mL of 50 
mM sodium acetate pH 4.5 at 37 °C and 15 rpm at an initial E/B ratio of 1/25. Glucose and 
xylose concentrations were determined with glucose and xylose assay kits.
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2.4  考察 

 6種の広葉樹由来木質バイオマスおよび対照とした草本バイオマス（エリアンサス）について、

構成化学成分を調べたところ、処理後も主要なバイオマス構成成分は固体画分に残存することが

確認されたが、アンモニア処理による窒素含率の増大とアセチル基含有率の減少が確認された。

また未処理およびアンモニア処理バイオマスのFTIRスペクトルにおいても同様に、アンモニア処

理によるアセチル基関連ピークの減少とアミド結合関連ピークの増大が確認された。コーンスト

ーバーおよびポプラを対象とした研究において、アンモニア前処理がバイオマス中のエステル結

合を切断することが報告されており(Kumar et al., 2009, Chundawat et al., 2010)、本研究にお

いても同様にアセチル基の除去とアミド化合物が生成したと考えられる。 

 市販酵素剤（CTec+HTec）を用いたアンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化にお

いて（Figure 2.7）、アンモニア前処理はシラカバ等のキシラン/リグニン含有率（X/L）比の大

きい樹種の酵素糖化に有効である一方、アカシアやユーカリ等のX/L比の小さい樹種に対する効

果は小さいことが明らかになった。このことから、広葉樹由来木質バイオマスのキシラン/リグニ

ン比は、アンモニア前処理に適した樹種の選択において有用な指標であると考えられる。また、

アンモニア前処理はキシランを修飾するアセチル基を除去することから、キシランの酵素分解性

およびアクセッシビリティの増大が糖収率増大の要因として考えられる。したがって、X/L比の

大きな広葉樹由来木質バイオマスでは、草本バイオマスの場合と同様にアンモニア処理は酵素糖

化の前処理として有効であり、リグニンの存在による酵素糖化の制約は限定的であることを示し

た。その一方で、アンモニア前処理は広葉樹由来木質バイオマスの酵素分解性を大きく改善する

が、リグニン含有率の大きい樹種では前処理としての効果が小さく、リグニンによる酵素糖化の

制約が大きいと考えられる。 

 アンモニア前処理は、広葉樹由来木質バイオマスのセルロース結晶を I 型から酵素分解されや

すい IIII型に完全に変化させた (Igarashi et al., 2007)。しかし、セルロース分解はキシラン分解

に比較して依然として遅れており（Figure 2.4）、シラカバおよびヤナギを含むすべての広葉樹

由来木質バイオマスにおいて、セルロース分解とキシラン分解は強く相関していた。電子顕微鏡

を用いた研究において(Awano et al., 2000)、ブナの細胞壁にセルロース-キシラン複合体が観察

され、キシランがセルロースの酵素分解を妨げる可能性があることが示唆されている。また
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Busse-Wicher および共同研究者は、セルロースミクロフィブリルの親水性表面へのキシランの結

合およびミクロフィブリルの安定化におけるキシラン側鎖修飾の重要性を指摘している

(Busse-Wicher et al., 2016)。これらのことから、セルロースおよびキシランの同時分解は、酵

素糖化において高い糖化収率を達成するために重要であり、酵素剤のキシラン分解を強化するこ

とが酵素糖化において高いグルコース収率を達成するために重要と考えられる。 

 

2.5  結論 

 アンモニア前処理が6種の広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化に与える影響を明らかにする

ことで、その適用性を調べた。市販酵素剤（CTec+HTec）を用いた酵素糖化実験の結果、アンモ

ニア前処理はシラカバ等のキシラン/リグニン含有率（X/L）比の高い樹種の酵素糖化に有効であ

る一方、アカシアやユーカリ等のX/L比の低い樹種に対する効果は小さいことを明らかにした。

したがって、X/L比の高い広葉樹由来木質バイオマスでは、草本バイオマスの場合と同様にアン

モニア処理は酵素糖化の前処理として有効であり、リグニンの存在による酵素糖化の制約は限定

的であることを示した。 
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3. ホロセルロースの酵素糖化特性 
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3.1. 目的 

 第二章において、リグニンの除去をともなわないアンモニア前処理によっても、シラカバなど

のX/L比の高い一部の広葉樹種バイオマスからは、高い酵素糖化収率が得られることを明らかに

した。しかし、アカシアおよびポプラ等のX/L比の低い広葉樹由来木質バイオマスでは、リグニ

ンの存在が酵素糖化の制約となり、脱リグニンを伴わない前処理では十分に糖化が進行しなかっ

た。そこで、脱リグニンされた広葉樹由来木質バイオマスでは、酵素糖化の制約が解除されたか

どうかを確認するために、Wise法による脱リグニン処理によって得られたホロセルロースの酵素

糖化特性を調べた。 

 
3.2. 実験 

3.2.1. 試料調製 

 第二章にて調製したアカシア（Acacia mangium）、ブナ（Fagus crenata）、シラカバ（Betula 

platyphylla）、ユーカリ（Eucalyptus camaldulensis）、ポプラ（Populus sieboldii）、ヤナギ

（Salix pet-susu）およびエリアンサス（Erianthus ravennae）由来の未処理バイオマスについて、

Wise法(Wise et al., 1946)を一部修正した方法によって処理することで、ホロセルロースを調製

した。Wise法による脱リグニン処理では、未処理バイオマスに対して、1.0g-亜塩素酸ナトリウム

/g-未処理バイオマスおよび0.2ml-酢酸/g-乾燥を毎時添加しながら、80℃にて最大5時間処理する

ことでホロセルロースを得た。得られたホロセルロースの含水率は、乾熱乾燥式水分計（MS-70; 

研精工業、神奈川、日本）を用いて測定した。 

 

3.2.2. セルロース結晶化度と結晶サイズ 

 ホロセルロースのX線回折は、第二章と同様に測定した。ホロセルロース試料の結晶サイズは

Segal 法(Segal et al., 1959)によって、以下の式より算出した。 

 L =0.9λ/（Hcosθ）   （1） 

ここで、Lは平面に垂直な結晶サイズであり、λはX線の波長、Hは半値幅、θはブラッグ角度を

示す。また、セルロースの結晶化度は、以下のScherrer式[29]を用いて算出した。 

 CI =（It-Ia）/ It×100   （2） 
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ここで、ItはセルロースIβの（200）面に由来する22.6°におけるピーク強度を示し、Iaはセルロー

スIβの非晶質領域に由来する18.7°におけるピーク強度を示す。 

 

3.2.3. ホロセルロースの構成成分分析 

 ホロセルロースに含まれる中性糖、有機酸およびリグニンは、第二章と同様の方法で定量した。

簡潔に記載すると、中性糖含有率は硫酸法(A. Sluiter, 2008)、酸性不溶性リグニン（Klason lignin）

は Klason 法(Dence, 1992)、有機酸は酸処理によって得られるグルクロン酸および酢酸を高速液

体クロマトグラフによって定量することで行った。 

 

3.2.4. ホロセルロースの酵素糖化実験 

 ホロセルロースの酵素糖化は、第二章と同様にCellic® CTec（Novozymes、Bagsvaerd、

Denmark）およびCellic® HTec（Novozymes）を酵素剤として用いて行った。ホロセルロース

（1.0 w/v%）を基質として、50mM酢酸ナトリウム（pH4.5）中、37℃、15rpmにて、酵素/バ

イオマス（E/B）比1/100、1/50、1/25、1/16.7および1/12.5にて酵素糖化を行った。酵素糖化1、

2、4、8、24および48時間反応後、得られた反応溶液に含まれるD-グルコースおよびD-キシロー

スの量を、グルコースCII-テストワコー試薬（Wako）およびD-キシロースアッセイキット試薬

（Megazyme International Ireland、Ltd.、Wicklow、Ireland）によって測定した。 

 セルロース分解を伴うことなく酵素糖化できるキシラン（易分解性キシラン）を定量するため

に、HTecのみを酵素剤として用いて糖化した。第二章に示したようにHTecは、主にキシラン分

解関連酵素を含む酵素剤であり、セルロース分解活性はほとんどない。ホロセルロース（1.0 

w/v%）を基質として、酵素/バイオマス（E/B）比1/50、50mM酢酸ナトリウム（pH4.5）中、

37℃、15rpmにて48時間糖化を行った。得られた反応溶液を15,000rpmで5分間遠心し、得られ

た上澄のみを回収、さらに酵素/バイオマス（E/B）比1/50となるようにCTecを添加し、37℃、

15rpmでさらに48時間反応させ、得られた反応溶液に含まれるD-グルコースおよびD-キシロース

を上記の方法で測定した。 

 



 47 

3.2.5. ホロセルロースからの単糖生成速度の分析 

 酵素糖化の近似式は複数提案されているが(Väljamäe et al., 1998)、ホロセルロースの酵素糖

化においては、グルコース生成は指数関数および線形関数の和（3）、キシロース生成は 2つの

指数関数の和によって、最も正確に近似することができた。したがって、ホロセルロースの酵素

糖化におけるグルコース収量の経時変化は、以下の近似式にフィッティングさせた。 

G(t) = a(1-e-bt) + ct    (3) 

ここで、G(t)はグルコース収量（g/kg-ホロセルロース）、t は時間（h）、a、b、c は定数である。

(3)式より、グルコース生成速度（dG（t）/ dt）は、以下の(1)式の微分によって求めた。 

dG(t)/dt = abe-bt + c    (4) 

同様に、ホロセルロースの酵素糖化におけるキシロース収量の経時変化は、以下の近似式にフィ

ッティングさせた。 

X(t) = a(1-e-bt) + c(1-e-dt)    (5) 

ここで、X(t)はキシロース収量（g/kg-ホロセルロース）、t は時間（h）、a、b、c、d は定数で

ある。(5)式より、キシロース生成速度（dX（t）/ dt）は、以下の(3)式の微分によって求めた。 

dX(t)/dt = abe-bt + cde-dt    (6) 

 

3.3. 結果 

3.3.1. ホロセルロースの構成成分分析 

 広葉樹由来木質バイオマスのセルロース分解に与えるキシラン分解特性の影響について調べる

ため、Wise 法による脱リグニン処理を 6広葉樹由来木質バイオマスおよび対照とした草本バイオ

マス（エリアンサス）に施し、得られたホロセルロースの構成成分および酵素分解特性を調べた。 

 未処理試料およびホロセルロースの構成成分分析結果を示す（Table 3.1）。Wise 法による 5

時間の脱リグニン処理によって、広葉樹由来木質バイオマスの重量収率は 21.9-28.0%（未処理試

料基準）減少した。Wise 法による脱リグニン処理では、広葉樹由来木質バイオマス主要構成成分
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のうちリグニンが優先的に除去されるために、5回の脱リグニン処理によって全ての広葉樹由来

木質バイオマスでリグニン含有率は 4%以下にまで減少した。。リグニン含有率が選択的に低下

するために、植物バイオマス由来ホロセルロースの構成成分は、大部分がセルロースおよびキシ

ランであった。広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースに含まれるセルロース含有率（酸

糖化によって生成したグルコース量より算出）は、アカシアが特に高く（56.3％）、ユーカリ、

ポプラおよびブナも高い含有率（46.7～49.6％）を示したが、シラカバおよびヤナギでは低かっ

た（それぞれ 39.6、41.0％）。これに対して、広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースに

含まれるキシラン含有率（酸糖化によって生成したキシロース量より算出）は、シラカバ、ブナ

およびポプラにおいて高く（20.1～22.2％）、アカシアおよびユーカリでは低く（それぞれ 15.3％

および 15.6％）、ヤナギはこれらの樹種の間（18.9％）であった。全ての広葉樹由来木質バイオ

マスにおいて、脱リグニン処理による未処理試料基準のセルロース含有率の減少、キシラン含有

率の増大が確認されたが、変化の動態には樹種によって差がみられた。広葉樹由来木質バイオマ

ス由来ホロセルロースの酢酸含有率（酸糖化によって生成した酢酸量より算出）は 1.3～2.6％

（from 3.6～8.2%）、グルクロン酸含有率（酸糖化によって生成したグルクロン酸量より算出）

は 0.4～0.7％（from 1.5～2.5%）まで最大 5時間の脱リグニン処理によって大きく低下した。

これらの現象については、広葉樹由来木質バイオマスだけではなく、対照とした草本バイオマス

のエリアンサスについても同様に確認されたが、脱リグニン処理によるアラビノース含有率の低

下はみられなかった。また、Wise 法による脱リグニン処理は、植物バイオマスのセルロース結晶

化度および結晶サイズを増加する傾向が確認された。広葉樹バイオマスにおいては、セルロース

結晶化度は 56～66％および結晶サイズは 4.3～5.4nm と差があり、それらの値は 5時間の脱リ

グニン処理によって 64～73%および 5.1～6.3nm へとわずかに増加した（Table 3.2）。対照と

した草本バイオマスのエリアンサスでは、セルロース結晶化度は 56％および結晶サイズは 4.2 

nm であり、広葉樹バイオマスよりも値は小さく、同様に脱リグニン処理によってこれらの値は

61%および 4.8 nm へとわずかに増加した。広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースに含

まれるセルロースの結晶化度および結晶サイズには樹種間で差が認められ、それらの値は脱リグ

ニン処理によってわずかに増加した。 
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Table 3.1. Analytical data of holocellulose samples. 

Name 
Treatment 

time [-] 
Ara [%] Gal [%] Glc [%] Man [%] Xyl [%] 

Acacia 0 0.2±0.2 1.0±0.1 40.8±3.1 1.1±0.4 8.3±0.8 

 
1 0.1±0.0 0.2±0.2 47.5±3.9 0.9±0.2 13.3±1.1 

 
2 0.0±0.0 0.5±0.1 51.2±4.5 1.3±0.4 14.2±0.9 

 
3 0.1±0.0 0.5±0.1 58.6±5.4 1.8±0.2 15.6±1.5 

 
4 0.0±0.0 0.4±0.1 56.8±5.1 1.9±0.2 15.6±1.0 

 
5 0.0±0.0 0.2±0.1 56.3±3.8 1.8±0.2 15.3±1.1 

Beech 0 0.4±0.1 1.1±0.3 36.7±4.5 1.1±0.2 13.6±0.4 

 
1 0.7±0.5 0.8±0.0 39.6±2.8 1.1±0.4 17.1±1.3 

 
2 0.5±0.2 0.8±0.0 42.9±3.7 1.6±0.1 18.6±0.9 

 
3 0.2±0.1 0.7±0.1 44.2±3.7 1.5±0.2 19.5±0.9 

 
4 0.3±0.2 0.9±0.1 47.3±4.3 1.8±0.2 20.6±0.9 

 
5 0.7±0.6 0.7±0.1 46.7±4.4 1.7±0.1 20.2±1.1 

Birch 0 0.4±0.1 1.6±0.6 33.1±1.2 1.4±0.4 16.4±1.0 

 
1 0.3±0.2 1.9±0.2 36.8±3.2 1.1±0.2 20.6±1.9 

 
2 0.4±0.2 2.1±0.2 36.5±2.0 1.1±0.2 20.1±2.2 

 
3 0.4±0.3 2.3±0.3 40.8±4.5 1.2±0.2 22.5±1.8 

 
4 0.2±0.1 1.7±0.2 36.5±3.6 1.0±0.2 20.6±2.6 

 
5 0.2±0.1 1.8±0.3 39.6±3.8 1.1±0.2 22.2±2.4 

Eucalyptus 0 0.3±0.2 1.6±0.4 37.6±2.8 0.7±0.2 10.2±0.5 

 
1 0.3±0.2 1.7±0.1 39.5±3.2 0.3±0.0 13.0±1.0 

 
2 0.3±0.1 1.8±0.2 41.6±3.3 0.4±0.1 13.8±1.1 

 
3 0.2±0.1 1.7±0.2 43.6±3.4 0.4±0.1 14.6±1.2 

 
4 0.3±0.2 1.9±0.3 45.4±3.1 0.7±0.1 15.2±1.5 

 
5 0.2±0.1 1.9±0.2 47.3±3.4 0.6±0.0 15.6±1.2 
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Poplar 0 0.5±0.1 1.0±0.2 39.3±1.3 1.0±0.4 14.0±1.1 

 
1 0.4±0.2 0.3±0.1 40.1±2.5 1.2±0.2 16.6±1.5 

 
2 0.4±0.2 0.4±0.1 41.2±3.6 1.2±0.1 17.0±0.7 

 
3 0.4±0.2 0.4±0.1 45.0±4.5 1.4±0.1 18.4±0.7 

 
4 0.3±0.2 0.4±0.1 47.6±3.9 1.7±0.1 19.6±1.1 

  5 0.3±0.1 0.3±0.1 49.6±3.6 1.5±0.1 20.1±1.3 

Willow 0 0.3±0.2 0.8±0.2 38.0±4.3 1.8±0.3 14.4±0.3 

 
1 0.2±0.1 0.4±0.1 39.9±3.5 2.0±0.1 18.3±0.7 

 
2 0.1±0.1 0.4±0.0 41.2±1.4 1.5±0.0 17.4±0.6 

 
3 0.3±0.2 0.4±0.2 44.3±2.0 2.2±0.1 21.0±1.4 

 
4 0.2±0.2 0.3±0.1 43.1±4.4 2,0±0.0 20.0±0.5 

  5 0.1±0.1 0.1±0.2 41.0±5.1 1.9±0.1 18.9±0.5 

Erianthus 0 3.2±0.3 0.9±0.4 33.4±2.4 0.0±0.0 16.0±1.4 

 
1 4.7±0.4 0.8±0.2 37.9±2.3 0.0±0.0 22.6±1.1 

 
2 5.1±0.4 0.9±0.1 39.1±2.0 0.0±0.0 23.3±1.2 

 
3 4.6±1.3 0.8±0.1 43.1±3.0 0.0±0.0 26.1±0.7 

 
4 4.8±0.2 0.9±0.1 43.6±0.5 0.0±0.0 22.7±0.5 

  5 5.3±0.5 0.8±0.1 42.4±3.0 0.1±0.1 23.6±0.8 

 
HPLC was used to measure the contents of arabinose (Ara), galactose (Gal), glucose (Glc), 
mannose (Man), and xylose (Xyl) in untreated and ammonia-treated biomasse Neutral sugars 
are presented as the weight percentages contained in the biomass sample (%). Each value is 
the mean of three measurements with the standard deviation 
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Table 3.1 Analytical data of holocellulose samples. (Continued) 

Name 
Treatment 

time [-] 
Lignin [wt.%] GlcA [%] AcOH [%] Recovery [wt.%] 

Acacia 0 30.5±0.7 1.5±0.2 3.6±0.0 - 

 
1 20.9±0.5 0.3±0.0 1.0±0.0 89.1±3.3 

 
2 12.2±0.5 0.4±0.0 1.1±0.0 82.1±3.1 

 
3 6.7±0.1 0.4±0.0 1.1±0.0 76.9±2.1 

 
4 4.1±0.4 0.4±0.0 1.1±0.0 73.5±1.9 

 
5 1.8±0.2 0.5±0.0 1.3±0.1 72.0±2.6 

Beech 0 23.7±0.4 1.9±0.1 8.2±0.0 - 

 
1 16.9±0.6 0.4±0.1 2.7±0.7 90.3±2.0 

 
2 11.6±0.4 0.4±0.1 2.5±0.5 87.6±3.3 

 
3 6.6±0.4 0.5±0.1 2.7±0.7 81.3±1.0 

 
4 5.2±0.7 0.5±0.0 2.7±0.1 76.7±2.4 

 
5 3.6±0.2 0.5±0.0 2.6±0.1 77.6±1.1 

Birch 0 21.3±0.7 2.0±0.0 7.0±0.1 - 

 
1 14.2±0.7 0.4±0.0 2.2±0.1 91.6±3.2 

 
2 8.5±0.8 0.4±0.0 1.8±0.1 87.6±2.4 

 
3 5.4±0.5 0.4±0.0 1.9±0.1 82.8±1.8 

 
4 3.2±0.1 0.4±0.0 2.0±0.1 77.5±6.8 

 
5 1.9±0.1 0.5±0.0 2.2±0.1 78.2±3.6 

Eucalyptus 0 27.0±3.2 2.5±0.0 4.9±0.2 - 

 
1 20.3±2.2 0.5±0.0 1.3±0.1 92.4±3.1 

 
2 14.0±1.8 0.5±0.0 1.2±0.1 87.8±1.9 

 
3 7.7±2.0 0.6±0.0 1.4±0.1 81.3±1.3 

 
4 5.0±1.4 0.6±0.0 1.5±0.1 79.3±2.0 

 
5 3.0±0.5 0.7±0.1 1.8±0.1 75.5±2.1 
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Poplar 0 24.4±0.5 1.8±0.1 5.9±0.0 - 

 
1 17.5±0.6 0.4±0.0 1.9±0.1 91.4±0.7 

 
2 10.7±0.6 0.4±0.0 1.9±0.2 85.3±1.8 

 
3 6.4±0.6 0.4±0.1 1.8±0.2 81.4±0.4 

 
4 3.3±0.2 0.4±0.0 1.8±0.4 76.5±1.0 

 
5 1.3±0.3 0.4±0.0 1.9±0.3 75.1±0.2 

Willow 0 23.0±0.3 2.5±0.0 6.6±0.1 - 

 
1 14.9±0.4 0.5±0.1 2.0±0.5 89.5±2.6 

 
2 9.7±0.3 0.5±0.4 1.5±1.4 85.2±3.8 

 
3 5.8±0.1 0.6±0.1 2.1±0.4 81.4±2.0 

 
4 3.3±0.7 0.6±0.1 2.2±0.3 79.5±1.0 

 
5 1.5±0.1 0.6±0.1 2.2±0.4 78.1±4.3 

Erianthus 0 20.1±1.5 1.5±0.2 3.7±0.1 - 

 
1 9.3±0.5 0.1±0.0 1.4±0.4 76.2±3.6 

 
2 7.3±0.7 0.1±0.1 0.9±0.9 72.7±2.6 

 
3 5.6±0.2 0.1±0.0 1.4±0.6 70.4±0.9 

 
4 5.0±0.8 0.2±0.0 1.4±0.3 67.2±0.5 

 
5 4.5±0.1 0.2±0.1 1.5±0.3 63.1±2.1 

 
HPLC was used to measure the contents of glucuronic acid (GlcA) and acetic acid (AcOH) 
contents in untreated and ammonia-treated biomasses. Nitrogen content was determined 
using a total nitrogen analyser. Klason lignin (KL) was estimated according to the Klason 
method. Glucuronic acid, and acetic acid contents are presented as the weight percentages 
contained in the biomass sample (%). Each value is the mean of three measurements with the 
standard deviation. 
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Table 3.2 Crystallinity index and crystal size analysis of holocellulose samples. 

Name Treatment time [-] Crystalinity index [%] Crystal size [nm] 

Acacia 0 66 5.4 

 
1 69 5.4 

 
2 70 5.9 

 
3 71 6.0 

 
4 72 6.4 

 
5 73 6.3 

Beech 0 63 4.6 

 
1 65 5.1 

 
2 66 5.1 

 
3 67 5.1 

 
4 67 5.1 

 
5 69 5.1 

Birch 0 63 5.1 

 
1 66 5.7 

 
2 68 5.6 

 
3 68 6.0 

 
4 69 5.8 

 
5 72 6.0 

Eucalyptus 0 56 4.3 

 
1 59 4.6 

 
2 60 4.8 

 
3 61 5.5 

 
4 64 5.3 

 
5 64 5.4 

Poplar 0 58 4.5 
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1 61 5.0 

 
2 61 5.2 

 
3 63 5.1 

 
4 65 5.5 

 
5 67 5.8 

Willow 0 58 4.4 

 
1 61 4.9 

 
2 62 4.9 

 
3 63 4.9 

 
4 64 4.9 

 
5 65 5.1 

Erianthus 0 56 4.2 

 
1 57 4.5 

 
2 58 4.2 

 
3 59 4.5 

 
4 61 4.8 

 
5 61 4.8 
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3.3.2. ホロセルロースの酵素糖化 

 市販酵素剤（CTec+HTec, E/B = 4%）を用いて、ホロセルロースを酵素糖化したときのグル

コースおよびキシロース収率の経時変化を示す（Figure 3.2）。ポプラの酵素糖化においては、

反応 48 時間において、酸糖化と同程度までキシロースおよびグルコース収率が効率化された。

また、アカシアおよびシラカバにも脱リグニン処理が有効であったが、ユーカリに対する脱リグ

ニン処理の効果は小さく、その効果に樹種間で差がみられた。また、ヘミセルラーゼ製剤（HTec）

のみを用いて酵素糖化を行ったところ、CTec と組み合わせて用いた場合と比較して、得られる

キシロース収率が低下し、このときグルコースはほとんど得られないことを確認した。一方、対

照としたエリアンサスでは、特にセルロースの酵素糖化の効率化が顕著であり、CTec+HTec を

用いた 48 時間の反応で、酸糖化以上の糖収率が得られた。また、広葉樹由来木質バイオマスに

比較して、HTec のみで酵素糖化できるキシロース収率が多いことが明らかになった。 

 Figure 3.2 のシミュレーションから、セルロース分解を伴うことなく糖化できるキシラン（易

分解性キシラン）量を求めた（Table 3.3）。広葉樹由来木質バイオマスでは、ポプラのように易

分解性キシランが約 46%を占める樹種がある一方、多くの樹種では 20～40%、ユーカリに至っ

ては約 15%にとどまり、6広葉樹種間で含有率に大きな差が認められた。また、CTec および HTec

を用いた酵素糖化から求められたキシロース収率から、HTec のみを用いたときのキシロース収

率を差し引くことで、セルロース分解を伴って糖化されるキシラン（難分解性キシラン）を求め

たところ、広葉樹由来木質バイオマスの難分解性キシランは、ユーカリのように約 69%と多くを

占める樹種がある一方で、多くの樹種では 39.8～48.4%を占めていた。一方、対照としたエリア

ンサスでは、広葉樹由来木質バイオマスに比較して、易分解性キシランが多く（約 55%）、難分

解性キシランが少なかった（20.9%）。 

 市販酵素剤（CTec+HTec, E/B = 1, 2, 4, 6 ,8%）を用いて、ホロセルロースを酵素糖化（反応

1, 2, 4, 8, 24, 48 時間）したときのキシロースおよびグルコース収率の関係を示す（Figure 3.3）。

いずれの樹種においても、キシロース収率とグルコース収率に強い正の相関がみられた。酵素濃

度を増大することで、得られる糖収率は向上し、E/B=8%、反応 48 時間において、ポプラでは酸

糖化を上回る糖収率、アカシア、シラカバおよびヤナギでは酸糖化と同程度、ブナおよびユーカ

リでは酸糖化の約 70～85%の糖収率が得られた。 
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Figure 3.1 Effect of reaction time for enzymatic saccharification form holocelluloses. 



 57 

 

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

600

500

400

300

200

100

0
483624120

g

a

b

c

e

f

Yi
el

d 
[g

/k
g]

Time [h]

d

 

Figure 3.2 Time course of monosaccharide production from holocellulose samples. a: acacia; 
b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: poplar; f: willow; g: Erianthus. Open circles, glucose 
yield (CTec+HTec); closed circles, xylose yield (CTec+HTec), Open triangle, glucose yield 
(HTec); closed triangle, xylose yield (HTec), solid line: maximum glucose yield caluculated 
from chemical analysis; dashed line: maximum xylose yield caluculated from chemical 
analysis. 
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Figure 3.3 Relationship between glucose and xylose yields from holocellulose samples.  
a: acacia; b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: poplar; f: willow; g: Erianthus. Horizonal 
dashed line: the maximum yield of xylose calculated from acid saccharification; vertical 
dashed line: the maximum yield of glucose calculated from acid saccharification; Horizonal 
line: the content of degradable xylose. 
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Table 3.3 Calculated xylose yield from holocellulose samples by enzymatic saccharification.  

Name 
CTec+HTec 

[g/kg] 

HTec 

[g/kg] 

Subtraction 

[g/kg]1) 

Acacia 147.6 (78.6) 67.5 (38.8) 80.1 (38.9) 

Beech 174.5 (69.9) 49.3 (21.5) 125.2 (48.4) 

Birch 216.6 (78.8) 81.1 (32.1) 135.5 (46.7) 

Eucalyptus 153.0 (84.4) 28.2 (15.9) 124.8 (68.6) 

Poplar 214.8 (94.0) 106.1 (46.4) 108.7 (47.6) 

Willow 151.5 (70.6) 65.6 (30.6) 85.9 (40.0) 

Erianthus 201.3 (77.5) 151.6 (56.6) 49.8 (20.9) 

1) Xylose yield (CTec+HTec) ‒ Xylose yield (HTec) 

 



 60 

 

3.3.3. ホロセルロースの酵素糖化における速度論的解析 

 樹種によって異なるキシランとセルロースの存在状態が、広葉樹由来木質バイオマス由来ホロ

セルロースの酵素糖化収率の差異の一因であるとすると、このことはキシランとセルロースの酵

素糖化速度の経時変化として現れると考えられる。そこで、キシロース生産速度およびグルコー

ス生産速度の経時変化を Figure 3.2 のシミュレーション式より求めた微分式にパラメーター

(Table 3.4)を挿入することで求め（Figure 3.4）、さらに反応 0, 24. 48 時間における速度を示し

た（Table 3.5）。キシロース生産の初速は、ユーカリおよびヤナギのように遅い樹種（11.2, 15.1 

g/h）がある一方で、アカシアおよびポプラでは速く（77.6, 61.5g/h）、広葉樹種間で差がみら

れた。またグルコース生産の初速は、ユーカリでは 12.9 g/h と遅いが、多くの樹種で初速 20.1

～29.6g/h であった。いずれの広葉樹種由来ホロセルロースにおいても、グルコース生産速度は

キシロース生産速度に比較して常に大きいが、キシロース生産速度が反応時間の進行にともなっ

て急激に低下するのに比較して、グルコース生産速度は反応 48 時間以上をかけてゆっくりと低

下する傾向が見られた。 

 キシラン分解とセルロース分解の関係に植物種間で差が見られたことから、両者の関係をより

詳細に調べるために、ホロセルロースのキシロース生産速度とグルコース生産速度の相対速度解

析を行った（Figure 3.5、Figure 3.6）。反応 48 時間後もキシラン分解が継続しているシラカバ、

ユーカリおよびヤナギでは、キシロース生産の相対速度が速いが、アカシアではキシロース生産

の相対速度が反応 48 時間にかけて非常に遅くなり、これにポプラやブナが続いていた。また注

目すべきことに、広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースでは、反応初期の短時間で分解

されて急速に分解速度が低下するキシランと、その後、セルロース分解に伴って、一時的に分解

速度が上がるキシラン（山となって現れる部分）が存在することが明らかになった。一方、対照

としたエリアンサスにおいては、キシロース生産速度とグルコース生産速度の相対速度解析から

見出されるキシラン分解の二相性は確認されなかった。 
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Table 3.4 The parameters from fitting curves 

 

Glucose yield Xylose yield 

a b c d a b c d 

Acacia 48.69 0.44 8.24 - 18.48 3.67 129.10 0.08 

Beech 102.19 0.14 6.03 - 25.48 0.51 149.02 0.06 

Birch 121.90 0.13 5.07 - 19.38 0.90 197.17 0.04 

Eucalyptus 77.35 0.11 4.41 - 16.10 0.56 136.94 0.02 

Poplar 318.42 0.06 4.78 - 23.34 2.10 191.47 0.06 

Willow 77.36 0.22 5.40 - 28.62 0.37 122.84 0.04 

Erianthus 570.70 0.09 1.10 - 82.73 1.02 118.61 0.12 
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Figure 3.4 Time course of the rate of xylose and glucose production from holocellulose. a: 
acacia; b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: poplar; f: willow; g: Erianthus. Solid line: the rate 
of glucose production; dashed line: the rate of xylose production. 
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Table 3.5 Glucose and xylose production rate obtained from an approximate expression. 

Name Glucose production [g/h] Xylose production [g/h] 

0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h 

Acacia 29.6 8.2 8.2 77.6 1.6 0.3 

Beech 20.1 6.6 6.1 21.3 2.2 0.6 

Birch 21.1 5.8 5.1 25.9 3.0 1.1 

Eucalyptus 12.9 5.0 4.5 11.2 1.4 1.0 

Poplar 22.9 9.4 6.0 61.5 2.6 0.6 

Willow 22.4 5.5 5.4 15.1 1.9 0.8 

Erianthus 54.8 6.7 1.7 99.1 0.8 0.04 
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Figure 3.5 Time course of the ratio of the production rate between xylose and glucose 
production from holocellulose. a: acacia; b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: poplar; f: 
willow; g: Erianthus.  
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Figure 3.6 Time course of the ratio of the production rate between glucose and xylose 
production from holocellulose. a: acacia; b: beech; c: birch; d: eucalyptus; e: poplar; f: 
willow; g: Erianthus. 
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3.4. 考察 

 広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンだけではなく、キシランも制約要

因となることが指摘されている。報告者らは、近年、リグニン除去を伴わないアンモニア前処理

によっても、X/L 比の高いシラカバなどの一部の広葉樹由来木質バイオマスから高い糖収率が得

られることを報告したが、同時に X/L の低いアカシアやポプラにはアンモニア前処理の適用が難

しいことも合わせて報告した。そこで、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化制約要因をさらに

詳細に調べるため、Wise 法による脱リグニン処理を 6広葉樹由来木質バイオマスおよび対照とし

た草本バイオマス（エリアンサス）に最大 5時間施して、ホロセルロースを得た。 

 いずれの広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースにおいても、未処理試料に比較して、

既報(Kumar et al., 2013)と同様に酢酸含有率が低下するとともに、グルクロン酸含有率が低下す

るという新たな知見を得た。このことから、Wise 法による脱リグニン処理によって、キシランを

修飾するアセチル基およびグルクロノイル基が除去されたと考えられる。また、広葉樹由来木質

バイオマス由来ホロセルロースでは、未処理試料基準のキシラン含有率が増加する傾向がみられ

たが、この原因として、グルクロノイル基脱離にともなうキシランの酸加水分解抵抗性の低下

(Sands & Gary, 1933, Toda, 1960)およびリグニンに補足されたキシランの酸溶出性向上

(Matsumoto et al., 1984) (Imai, 1992)が考えられる。これらの結果より、Wise 法による脱リグ

ニン処理では、広葉樹由来木質バイオマス主要構成成分のうち、リグニンが優先的に除去される

ものの、セルロースに対する限定的な変化が生じており、特にキシランの一次構造には大きな変

化が生じていると考えられる。 

 第二章より、未処理 6 広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化におけるキシロース収率は 1.6～

2.5%、グルコース収率は 1.5～6.4%であったことから、70～80%以上のリグニンを除去するこ

とで高い糖収率が得られるとする既報(Sudo et al., 1976)と一致する結果が得られた。しかしな

がら、広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースにおける糖化収率および糖化速度には樹種

によって大きな差異があり、ほぼ全てのリグニンを除いたにも関わらず、酵素糖化効率化の制約

要因が残されていることが明らかになった。広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースに含

まれるキシランを、セルロース分解を伴うことなく酵素糖化できる易分解性キシランと、セルロ

ース分解を伴って糖化される難分解性キシランに分類したところ、広葉樹由来木質バイオマスに
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は易分解性キシランが少なく、難分解性キシランが多く含まれていることが明らかになった。難

分解性キシランはセルロース分解を伴って分解されるキシランであることから、広葉樹由来木質

バイオマスに多く含まれる難分解性キシランがセルロース分解の制約要因となっていると考えら

れる。 

 広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースにおけるキシラン分解とセルロース分解の強い

相互関係は、キシロース生産速度とグルコース生産速度の相対速度解析からも見出された。興味

深いことに、キシラン分解の二相性は広葉樹由来木質バイオマス由来ホロセルロースにのみ確認

され、キシランとセルロースの存在形態に広葉樹と草本バイオマスで差異があることが示唆され

た。特に反応初期段階におけるグルコース生産の立ち上がりにキシロース生産に比較した遅れが

見られたことは（Figure 3.6）、セルロース表面に存在する易分解性キシランが、初期のセルロ

ース分解の制約要因であることを示すと考えられる。また、易分解性キシランの大部分が分解さ

れたと考えられる反応約 12 時間以降のグルコース生産相対速度の立ち上がりについても、広葉

樹種間で差がみられた。特に難分解性キシランを多く含むユーカリでは、反応約 12 時間以降の

グルコース生産相対速度の立ち上がりが非常に低く、これは難分解性キシランがセルロース分解

の制約要因となるためであると考えられた。 
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3.5. 総括 

 前章より、X/L比の低い樹種ではリグニンが酵素糖化の大きな制約要因となることが示された。

そこで、脱リグニンされた広葉樹由来木質バイオマスでは酵素糖化の制約が解除されたかどうか

を確認するために、Wise法による脱リグニン処理によって得られたホロセルロースの酵素糖化特

性を調べた。その結果、すべての樹種において、脱リグニン処理は酵素分解性を大幅に改善した

が、その効果には樹種間で大きな差がみられ、未だに酵素糖化の制約要因が存在することが明ら

かとなった。そこで、酵素糖化について速度論的解析を行ったところ、広葉樹由来木質バイオマ

スのキシランにはセルロース分解を伴うことなく分解できるキシラン（易分解性キシラン）とセ

ルロース分解を伴わないと分解できないキシラン（難分解性キシラン）の二相状態が存在するこ

とが明らかとなった。さらに、二相状態の比率については樹種間で大きな差があることが明らか

となり、これが酵素糖化特性にも大きな差を与える要因となると考えられた。 
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4.1 目的 

 前章までの結果により、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンによる制

約のみならず、セルロースに対するキシランの存在状態による制約が大きな影響を与えているこ

とが示された。そこで、キシラン分解の促進に有効な酵素を探索することを目的に、担子菌

Phanerochaete chrysosporiumがアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの分解過程に分

泌する酵素を網羅的に分析した。 

 

4.2 実験 

4.2.1 胞子液の調製 

 3.9%ポテト・デキストロース寒天(PDA)培地(日本製薬)をオートクレーブで 121℃、20 分間滅

菌処理した。滅菌した培地を良く撹拌し、プラスチック製滅菌シャーレ(90x15 mm)に約 20 mL

ずつ分注した。室温で冷却し固化した培地に P. chrysosporium K-3 株(Johnsrud & Eriksson, 

1985)の種胞子を約 20 μL ずつ摂取し、26.5℃で 7 日間静置培養した。培養後のシャーレに滅菌

した 0.9%生理食塩水を約 10 mL 加え、滅菌したスパーテルで菌糸層を穏やかにこすり、胞子と

生理食塩水を良く懸濁させ滅菌した 10 mL 用カルスピペットで胞子液を回収した。得られた胞子

液の一部を100倍に希釈し、血球計数板を用いて胞子数を数え、胞子液中の胞子濃度を算出した。

胞子液は 4℃で保存した。 

 

4.2.2 培養 

 P. chrysosporium K-3 株(Johnsrud & Eriksson, 1985)は Wood 培地(Kremer & Wood, 1992)

で培養した。Wood培地は1 Lあたり：2.2 gジメチルコハク酸、2.6 g (NH4)2HPO4、1.1 g KH2PO4、

0.5 g MgSO4・7H2O、74 mg CaCl2・2H2O、10 mg FeSO4・7H2O、5 mg MgSO・7H2O、5 mg 

ZnSO4・7H2O、1 mg CoCl2・6H2O、0.6 g Urea、0.1 mg Thiamine・HCl を含み、炭素源とし

て 20 g の未処理木粉あるいはアンモニア処理木粉を用いた。Wood 培地成分の Urea および

Thiamin・HCl を除く各成分を秤量し、イオン交換水に溶解した。この水溶液を、リン酸水溶液

を用いて pH5.0 に調製し、200mL 容の三角フラスコに 80mL ずつ分注した後、オートクレーブ

で 121℃、20 分間滅菌処理し、室温にて冷却した。各フラスコに別滅菌した Urea および



 71 

Thiamin・HCl を添加した。培地を良く撹拌し、P. chrysosporium の胞子液をフラスコあたりの

胞子数が 1.0×109個となるように接種した。これを 37℃、回転数 150rpm で 3 日間振とう培養

した。 

 

4.2.3 菌体量測定および酵素活性測定 

 フラスコを良く振った後、滅菌ピペットを用いて約 1 mL の培養液を採取した。採取した培養

液は 30 分間静置し、培養液あたりの沈殿の体積を菌体量とした。サンプリングは培養開始時か

ら 24 時間ごとに行った。 

 0.1%(w/v)アビセル(フナコシ)および 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)の条件下、4%(v/v)

菌体外溶液を加え、30℃、回転数 15rpm で 240 分間反応させた。反応後、遠心機

Centrifuge5415R(eppendorf)を用いて回転数 15,000rpm で 10 分間遠心し、得られた上澄を等

量の1M NaOH水溶液と混合した。上澄に含まれる還元糖量はp-hydroxybenzoic acid hydrazide

を用いた比色法によって測定した(Lever, 1972, Hartmann et al., 1994)。反応後の上澄 100 μL

に PHBAH 溶液 100 μL を加え、沸騰した湯浴中で 10 分間加熱した。PHBAH 溶液は 0.1 M 

PHBAH、0.2 M 酒石酸ナトリウムカリウムおよび 0.5 M 水酸化ナトリウムを含む溶液とした。

加熱後、すみやかに氷水に入れ 10 分間冷却した。反応後液の 405 nm における吸光度を分光光

度計(Thermo Scientific、Multiskan FC)を用いて測定した。D-グルコースについて検量線を測定

した値(243 μM/Abs)を用いて、遊離した糖の量を算出し、1分間に 1 μmol の糖を遊離させる

酵素量を 1ユニット(U)と定義した。 

 0.1%(w/v)カバ由来キシラン(SIGMA)および 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)の条件下、

4%(v/v)菌体外溶液を加え、30℃、回転数 15rpm で 300 分間反応させた。反応後、遠心機

Centrifuge5415R(eppendorf)を用いて回転数 15,000rpm で 10 分間遠心し、得られた上澄 500 

μLを1M NaOH水溶液500 μLと混合した。上澄に含まれる還元糖量はp-hydroxybenzoic acid 

hydrazide を用いた比色法によって測定した(Lever, 1972, Hartmann et al., 1994)。反応後の上

澄 500 μL に PHBAH 溶液 500 μL を加え、沸騰した湯浴中で 10 分間加熱した。PHBAH 溶液

は 0.1 M PHBAH、0.2 M 酒石酸ナトリウムカリウムおよび 0.5 M 水酸化ナトリウムを含む溶液

とした。加熱後、すみやかに氷水に入れ 10 分間冷却した。反応後液の 405 nm における吸光度
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を分光光度計Multiskan FC(Thermo Scientific)を用いて測定した。D-キシロースについて検量線

を測定した値(643 μM/Abs)を用いて、遊離した糖の量を算出し、1分間に 1 μmol の糖を遊離

させる酵素量を 1ユニット(U)と定義した。 

 0.0267%(w/v)アゾアルブミン(SIGMA)、66.7 mM 酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)および

20%(v/v)菌体外溶液の条件で、30℃、回転数 15rpm で 240 分間反応させた。反応後、遠心機

Centrifuge5415R(eppendorf)を用いて回転数 15,000rpm で 10 分間遠心し、得られた上澄の 335 

nm における吸光度を分光光度計 V-660(日本分光)およびソフトウェア V-600 for windows(日本

分光)を用いて測定した。1ユニット(U)は 1 分間に 0.001 の吸光度生じる酵素量と定義した。 

 

4.2.4 菌体外タンパク質の二次元電気泳動による分離と画像解析によるタンパク質

量測定 

 P. chrysosporium K-3 株(Johnsrud & Eriksson, 1985)を未処理シラカバあるいはアンモニア

処理シラカバを炭素源として培養したときに得られた菌体外溶液を VIVASPIN 20(300 kDa、

Sartorius)を用いて遠心ろ過した。得られたろ液を VIVASPIN 20(5 kDa、Sartorius)を用いて濃

縮した。100 μg 相当の菌体外タンパク質溶液をスピンカラム(Sartorius)で限外ろ過し、イオン

交換水を用いて 3回洗浄した。菌体外タンパク質溶液に 300 μL の膨潤バッファー(7.5 M urea、

2.0 M thiourea、4.0%(w/v)CHAPS、2.0%(w/v)dithiothreitol、 0.5% IPG buffer (GE Healthcare)

および 0.001% bromophenol blue)を加えて溶解し、これをサンプル溶液とした。サンプル溶液

を Immobiline Drystrips (18 cm、pH4-7、GE Healthcare)に供して、1晩膨潤処理した。等電

点電気泳動は以下のプログラムによって行った。まず、500V で 1 分間処理した後、3500V まで

90 分間かけて電圧を上げた。その後、3,500V を定圧として 6時間の泳動を行った。 電気泳動終

了後、平衡化バッファーI(50 mM Tris-HCl pH 6.8、6 M urea、 2% w/v sodium dodecyl sulfate 

(SDS)、30% w/v glycerol、1% w/v dithiothreitol)中で 20 分間緩やかに振とうした。その後、平

衡化バッファーⅠを捨てて平衡化バッファーII(50 mM Tris‒HCl pH 6.8、6 M urea、2% w/v SDS、

30% w/v glycerolおよび2.5% w/v iodoacetamide)を加え、さらに20分間緩やかに振とうした。

泳動槽に SDS ポリアクリルアミドゲル(ExcelGel™ SDS XL 12-14; GE Healthcare)をセットし、

そこにバッファーストリップ(ExcelGel™ SDS Buffer Strip; GE Healthcare)および平衡化の終了
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したストリップをセットし、1,000V、12 mA で 60 分間、ついで 1,000V、40 mA で 5 分間電気

泳動を行い、ストリップからゲルへタンパク質を移した。その後、1,000V、40 mA で 160 分間

電気泳動を行った。電気泳動終了後、ゲルを 12%(v/v)トリクロロ酢酸水溶液で 60 分間緩やかに

振とうした。ゲルを洗浄液(30%(v/v)エタノールおよび 10%(v/v)酢酸)に移して 30 分間緩やかに

振とうした後、洗浄液を交換して一晩静置した。翌日、再度洗浄液を交換して 30 分間緩やかに

振とうした。ゲルは Coomassie Brilliant Blue (CBB)溶液(0.02% CBB、30%エタノール、10%酢

酸、0.01%硫酸銅)を用いて 3時間染色した。染色後、洗浄液で 20 分間に 1回水溶液を交換しな

がら 1時間脱色をした。染色後のゲルをスキャナーES-10000G(EPSON)を用いてスキャンし、得

られた画像を画像解析ソフトウェア Prodigy 2D ver. 1.0(Nonlinear Dynamics Limited)を用い

て解析することで、スポットの一致とタンパク質の定量を行った。 

 

4.2.5 LC-MS/MS およびアミノ酸配列解析によるタンパク質スポットの同定 

 ゲルからタンパク質量の多いあるいは単一として観察できた主要な 55 スポットを切り出し、

500 μL のアセトニトリルが入ったエッペンチューブに入れた。シェーカーで 10 分間振とうした

後、アセトニトリルを除き、遠心濃縮機 5305(eppendorf)で 30 分間減圧乾燥した。乾燥させた

ゲル片のチューブに 100 mM DTT/0.1M 重炭酸アンモニウムを 50 μL 加え、56℃で 30 分間静

置した。溶液を取り除いた後、100 mMヨードアセトアミド/0.1 M重炭酸アンモニウムを 100 μL

加え 37℃で 30 分間暗所に静置した。チューブ中の溶液を捨てた後、0.1 M 重炭酸アンモニウム

を 200 μL 加えて、10 分間振とうし、残存する DTT およびヨードアセトアミドを取り除いた。

チューブ内の溶液を捨て、アセトニトリルを加えて 10 分間振とうした後、溶液を取り除き、遠

心濃縮機 5305(eppendorf)で 30 分間減圧乾燥した。乾燥させたゲル片に 12.5 ng/μL トリプシ

ン/10 mM Tris-HCl(pH8.8)を 50 μL 加えて、氷上で 1時間トリプシンを吸収させ、余分な溶液

を取り除いた。そこに 10ｍＭ Tris-HCl(pH8.8)を 50 μL を添加し、37℃で一晩ゲル内消化させ

た。反応液を新しいチューブに回収し、ゲル片に 5%ギ酸および 70%アセトニトリルを含む溶液

を 50 μL 加え、5分間超音波処理し、ゲル内に残存する消化物を回収した。この操作をさらに１

回繰り返した。回収した消化物を遠心濃縮機 5305(eppendorf)で 3 時間減圧乾燥し、固化させた。

これに 0.1%トリフルオロ酢酸を加えて 10 分間撹拌し、完全に溶かした後、MS測定用バイアル
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瓶に移して-20℃で保存した。この溶液をペプチドサンプルとして質量分析に供した。ペプチドサ

ンプルはシリカカラム ZORBAX SB-C18 600 Bar (2.1x100 mm、1.8 μm) (Agilent Technologies)

を用いて超高速液体クロマトグラフ X-LC(日本分光)で分離した。移動相には溶液 A(5%(v/v)アセ

トニトリルおよび 0.1%(v/v)ギ酸)と溶液 B(100%(v/v)アセトニトリル)を用い、以下の条件で分離

した。まず、溶液 Bを 4.2%で 1 分間流した後、溶液 Bを 20 分間で 58％にし、さらに溶液 Bを

4 分間で 89.5％にした。分離したペプチドをイオントラップ型質量分析装置 LTQ Velos (Thermo 

Fisher Scientific)に供し、ペプチドの質量スペクトルデータを得た。ペプチドの質量スペクトル

データを P. chrysosporium v. 2.0 のゲノムデータベース

(http://genome.jgi-psf.org/Phchr1.home.html)に対してMASCOT 検索し、対応する遺伝子座を

特定した。また、得られた遺伝子座を NCBI サーバ上にて BLASTP 検索にかけ、アミノ酸配列の

類似性からタンパク質機能の推定を行った。 
 

4.3 結果 

4.3.1 P. chrysosporiumの生長、タンパク生産および酵素活性 

 P. chrysosporium を未処理シラカバあるいはアンモニア処理シラカバを炭素源とするWood

培地で培養した。Figure 4.1a に示すように、アンモニア処理によって本菌の生育は顕著に増大し

た。未処理シラカバを炭素源として用いたとき、菌体量は培養 1日目に 0.1 mL/mL-培養液とな

ったあと、3日目まで変化しなかった。これに対してアンモニア処理シラカバを炭素源として用

いたとき、菌体量は培養時間の経過に伴って増大し、培養 3日目の菌体量は 0.7 mL/mL-培養液

となった。シラカバに対するアンモニア処理は、本菌の生育を顕著に促進することが明らかとな

ったが（P < 0.01）、菌体外タンパク質濃度はアンモニア処理によって低下した（Figure 4.1b）。

未処理シラカバを炭素源としたときの菌体外タンパク質濃度は 1.2×10-2 gL-1だったのに対して、

アンモニア処理シラカバを炭素源としたときは 0.6×10-2 gL-1であり、アンモニア処理によって菌

体外タンパク質濃度は 0.5 倍になった。培養 3日後の培養液中のタンパク質濃度の変化は有意で

はなかったが（P = n.s.）、アンモニア前処理は P. chrysosporium の増殖を大きく促進した。 

 培養 3 日目の菌体外用液のセルラーゼ、キシラナーゼおよびプロテアーゼ活性を測定したとこ

ろ（Figure 4.2）、キシラナーゼおよびプロテアーゼ活性は、アンモニア処理によってそれぞれ

7.8 倍および 2.2 倍に増大した（P < 0.01）。これに対して、未処理シラカバとアンモニア処理シ
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ラカバの間で、セルラーゼ活性には有意差がなかった（P = n.s.）。これは P. chrysosporium に

よって分泌される主要なタンパク質がセルラーゼであるためと考えられる。 
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Figure 4.1. Fungal growth and extracellular protein production of P. chrysosporium. 

a) Fungal growth and b) extracellular protein production of P. chrysosporium cultivated for 3 
days in synthetic medium containing 2.0% (w/v) UB (white) and 2.0% (w/v) AB (black) as 
carbon sources. The mycelium volume per 1 mL of culture filtrate was measured as 
described in Materials and Methods. Protein concentration of the culture filtrate was 
estimated by the Bradford method. UB, untreated birch wood meal; AB, ammonia-treated 
birch wood meal. Each data point represents the mean ± standard deviation (SD) of three 
replicates. Where the error bars are not visible, they fit within the symbols. 
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Figure 4.2. Comparison of cellulase, xylanase, and protease activities in UB and AB cultures 

after 3 days. Enzyme activity was measured in sodium acetate (pH 5.0) at 30°C. a) Avicel 

(0.1% (w/v)) and b) xylan from birch wood were used as substrates to measure enzyme 

activity in the UB and AB cultures. The newly formed reducing ends were estimated using 

the PHBAH method (Lever, 1972, Hartmann et al., 1994) with some modifications. c) 

Azoalbumin (0.3% (w/v)) was used as a substrate. A335nm of the reaction was measured. Each 

data point represents the mean ± standard deviation (SD) of three replicates.  
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4.3.2 菌体外タンパク質のセクレトーム解析 

 未処理シラカバおよびアンモニア処理シラカバを炭素源とする培地で P. chrysosporium を 3

日間培養し、得られた培養液に含まれる菌体外タンパク質を二次元電気泳動によって分離した

（Figure 4.3）。未処理シラカバおよびアンモニア処理シラカバにいずれを炭素源とした場合に

おいても、CBB 染色によって検出されたタンパク質スポットの多くは等電点 4.5 から 5.5、分子

量 37 から 100kDa の範囲に存在した。これらのスポットから、タンパク質量およびスポットの

鮮明さを基準に計 55 スポットを切り出し、トリプシン消化後、LC-MS/MS に供した。同定され

たタンパク質の多くは糖質加水分解酵素（34 スポット）、糖質エステラーゼ（10 スポット）、

AAs（3 スポット）などの CAZymes として分類された（Table 4.1）。また 4スポットが thaumatin 

like protein、1 スポットが aldose 1-epimerase として分類された。タンパク質の機能解析によ

って、菌体外タンパク質の多くが、セルロース分解に関与するセロビオヒドロラーゼおよびエン

ドグルカナーゼ、ならびにキシラナーゼおよびキシラン側鎖の分解に関連する酵素であり、本菌

がセルロースやヘミセルロース分解に関わる多様な酵素を菌体外に分泌していることが明らかに

なった(Abbas et al., 2005, Wymelenberg et al., 2005, Vanden Wymelenberg et al., 2006, 

Sato et al., 2007, Ravalason et al., 2008, Vanden Wymelenberg et al., 2009, Hori et al., 2011)。

スポット No. 5, 7, 9, 10, 11, 12, 19, 22, 24, 30, 35, 48 および 52 は、未処理シラカバおよび

アンモニア処理シラカバを炭素源とするいずれの培養においても同定された。これらの主要スポ

ットはセロビオヒドロラーゼ（Cel6A：スポット 5; Cel7C：スポット 11, 12, 13;および Cel7D：

スポット 7および 9）、エンドグルカナーゼ（Cel5A：スポット 4;および Cel5B：スポット 2）

およびキシログルカナーゼ（Xgh74B：スポット 31）であった。本研究において同定された酵素

が全タンパク質に占める割合は、未処理シラカバを炭素源とする培養において 49％、アンモニア

処理シラカバを炭素源とする培養において 51％であった。各タンパク質の生産量に与えるアンモ

ニア前処理の影響を比較したとき、10 個のタンパク質スポットは 2倍以上に生産量が増大したの

に対して（Table 4.2）、6 つのタンパク質スポットは 0.5 倍未満に減少した（Table 4.3）。GH

ファミリー7のセロビオヒドロラーゼは、いずれの培養系においても最も一般的な菌体外タンパ

ク質であり、いずれの培養系においても総タンパク質の約 40％を占めていた。またスポット No. 
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19 および 20 は同じタンパク質 Xyn10C に割り当てられた。これらの酵素は同じ等電点を有する

ことから、プロテアーゼによる分解の影響をうけたためにタンパク質量を大きく変化したと考え

られる。GHファミリー11 キシラナーゼ（スポット 22）についても同様に、プロテアーゼによっ

て分解により分解され、低分子量のスポット 23 として示された。 
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Figure 4.3. Two-dimensional gel electrophoresis (2DE) of the UB and AB cultures stained 
with Coomassie brilliant blue. P. chrysosporium was cultivated in synthetic medium 
containing 2.0% (w/v) UB or 2.0% (w/v) AB for 3 days. An aliquot (100 μg) of extracellular 
protein from each sample was separated as described in Materials and Methods. Spot 
numbers correspond to the proteins in Table 1. 
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4.3.3 菌体外タンパク質のセクレトーム解析 

 担子菌 P. chrysosporium はアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの分解時に GHファ

ミリー11 に属するキシラナーゼの分泌を顕著に増大させていることが示された。そこで、糖化実

験に用いてきた市販酵素剤（CTec+HTec）に対して N. patriciarum 由来組換えキシラナーゼあ

るいは B. pumilusxylanase 由来キシロシダーゼを添加することで、酵素剤のキシラン分解活性を

強化したときに、酵素糖化収率に与える影響を調べた（Figure 5.1）。特に N. patriciarum 由来

組換えキシラナーゼを用いて酵素剤のキシラン分解活性を強化したときに糖収率は増大した。 

アンモニア処理シラカバについて、N. patriciarum 由来組換えキシラナーゼを用いてキシラン分

解活性を強化した酵素剤を用いて 48 時間酵素糖化したとき、キシロース収率 91.3％、グルコー

ス収率 76.5％が得られ、十分な糖収率が得られた。したがって、高いキシラン含有率および低い

リグニン含有率を有するシラカバにおいては、酵素カクテルの適正化によってアンモニア前処理

が十分に適用できることが示された。 
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Table 4.1. Proteins secreted by P. chrysosporium after cultivation with untreated or 

ammonia-treated birch wood meal 

SpotNo. Scorea 
Protein 

IDb 
Function (Gene or domain) 

Protein 

family 
CBMc 

Th 

Mwd 

Th 

pId 

Sequence 

coverage 

(%) 

1 830 129849 Glucan β-glycosidase (gly3B) GH 3 - 87.1 4.72 36 

2 336 4361 Endo-β-1,4-glucanase (cel5B) GH 5 N 49.7 6.21 17 

3 308 5115 β-Mannanase (man5C) GH 5 N 41.1 4.27 10 

4 845 6458 Endo-β-1,4-glucanase (cel5A) GH 5 N 39.9 5.04 49 

5 989 133052 Cellobiohydrolase II (cel6A) GH 6 N 49.0 5.04 41 

6 343 133052 Cellobiohydrolase II (cel6A) GH 6 N 49.0 5.04 30 

7 299 137372 Cellobiohydrolase 58 (cel7D) GH 7 C 59.5 4.96 25 

8 416 137372 Cellobiohydrolase 58 (cel7D) GH 7 C 59.5 4.96 34 

9 2046 137372 Cellobiohydrolase 58 (cel7D) GH 7 C 59.5 4.96 52 

10 224 137372 Cellobiohydrolase 58 (cel7D) GH 7 C 59.5 4.96 19 

11 1326 127029 Cellobiohydrolase 62 (cel7C)  GH 7 C 56.1 5.03 54 

12 2010 127029 Cellobiohydrolase 62 (cel7C)  GH 7 C 56.1 5.03 55 

13 1448 127029 Cellobiohydrolase 62 (cel7C)  GH 7 C 56.1 5.03 50 

14 683 127029 Cellobiohydrolase 62 (cel7C)  GH 7 C 56.1 5.03 45 

15 1173 138345 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10A) 
GH 10 N 44.1 5.21 55 

16 409 138345 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10A) 
GH 10 N 44.1 5.21 55 

17 498 7045 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10C) 
GH 10 Ne 31.2 6.89 42 

18 962 7045 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10C) 
GH 10 Ne 31.2 6.89 76 

19 572 7045 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10C) 
GH 10 Ne 31.2 6.89 62 

20 1033 7045 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10C) 
GH 10 Ne 31.2 6.89 76 

21 537 7045 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn10C) 
GH 10 Ne 31.2 6.89 75 

22 428 133788 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn11B) 
GH 11 C 30.8 5.72 21 

23 114 133788 
Endo-β-1,4-xylanase 

(xyn11B) 
GH 11 C 30.8 5.72 17 

24 184 7048 
Putative endo-xyloglucanase 

(cel12B) 
GH 12 - 27.1 4.74 10 



 82 

25 179 8466 
Endo-β-1,4-glucanase 

(cel12A) 
GH 12 - 26.5 4.79 19 

26 176 8466 
Endo-β-1,4-glucanase 

(cel12A) 
GH 12 - 26.5 4.79 8 

27 277 29397 

Putative 

rhamnogalacturonase 

(rgh28C) 
GH 28 - 44.8 5.22 51 

28 674 29397 

Putative 

rhamnogalacturonase 

(rgh28C) 

GH 28 - 44.8 5.22 50 

29 91 4822 Endo-1,5-α-L-arabinanase GH 43 - 33.1 4.82 9 

30f   Endo-β-1,4-glucanase (cel45) GH 45 - 18.2 5.04  

31 595 28013 
Glycoside hydrolase family 74 

(xgh74B) 
GH 74 - 66.6 4.56 44 

32 604 138226 
Putative xyloglucanase 

(gly74A) 
GH 74 - 77.8 4.72 36 

33 973 134556 Xyloglucanase (xgh74B) GH 74 C 89.9 5.05 43 

34 1014 134556 Xyloglucanase (xgh74B) GH 74 C 89.9 5.05 41 

35 123 3280 Thaumatin-like protein (thn2)  - 27.8 4.74 14 

36 97 3280 Thaumatin-like protein (thn2)  - 27.8 4.74 14 

37 240 5297 Thaumatin-like protein (thn1)  - 29.3 4.99 14 

38 143 5297 Thaumatin-like protein (thn1)  - 29.3 4.99 14 

39 697 126075 
Putative acetyl xylan esterase 

(axe1) 
CE 1 - 36.0 5.91 29 

40 511 126075 
Putative acetyl xylan esterase 

(axe1) 
CE 1 - 36.0 5.91 29 

41 772 126075 
Putative acetyl xylan esterase 

(axe1) 
CE 1 - 36.0 5.91 29 

42 391 126075 
Putative acetyl xylan esterase 

(axe1) 
CE 1 - 36.0 5.91 29 

43 776 126075 
Putative acetyl xylan esterase 

(axe1) 
CE 1 - 36.0 5.91 29 

44 275 129015 
Carbohydrate esterase family 

1 protein (axe1) 
CE 1 Ne 30.8 6.20 21 

45 289 129015 
Carbohydrate esterase family 

1 protein (axe1) 
CE 1 Ne 30.8 6.20 13 

46 439 132137 Pectin methylesterase CE 8 - 36.3 5.84 36 

47 554 130517 Putative glucuronoyl esterase CE 15 N 49.7 5.55 28 

48 245 3097 
Fungal cellulose binding 

domain-containing protein 
CE 16 N 43.2 5.08  15 

49 821 11098 Iron reductase AA8-AA3_1 - 82.2 5.19 31 
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domain/Cellobiose 

dehydrogenase (cdh) 

50 313 41563 
Lytic polysaccharide 

monooxygenase 
AA9 C 33.2 5.39 29 

51 301 121193 
Lytic polysaccharide 

monooxygenase 
AA9 C 32.6 4.31 25 

52 207 138479 Aldose 1-epimerase (a1e1)  - 38.5 4.98 27 

53 316 8221 
Hypothetical protein 

(IPR010829 Cerato-platanin) 
 - 15.0 4.69 33 

54 453 3085 Hypothetical protein  - 40.2 5.02 35 

55 117 2416 Hypothetical protein  - 17.5 8.44 27 
Protein production was determined after 3 days of cultivation in synthetic media containing 
2.0% (w/v) untreated birch wood meal (UB) or ammonia-treated birch wood meal (AB). 
aIn-house-licensed MASCOT score.  
bProtein model number from the P. chrysosporium genome database. 
cDeduced amino acid sequence with and without a carbohydrate binding module (CBM); N, 
N-terminal; C, C-terminal. 
dTheoretical molecular mass (Th Mw, kDa) and pI. 
eManual examination revealed a conserved CBM sequence at the N-terminus of this gene 
model.  
fMS/MS dataset of spot number 30 searched against genome dataset version 2.0 in Scaffold 
6:1798039-1798139 (Igarashi et al., 2008). 
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Table 4.2. Increased 2DE spot volumes between ammonia-treated and untreated birch wood 

meal cultures  

Spot 

No. 

Protein 

family 
Function (Gene or domain) 

Normalized 

average volume Relative 

degree UB 

×107 

AB 

×107 

36 
 

thaumatin-like protein  0.13 0.64 5.0 

22 GH 11 Endo-β-1,4-xylanase (xyn11B) 0.60 2.9 4.9 

19 GH 10 Putative Endo-β-1,4-xylanase (xyn10C) 0.25 1.2 4.7 

55 
 

Hypothetical protein 0.07 0.28 4.2 

23 GH 11 Endo-β-1,4-xylanase (xyn11B) 0.12 0.52 4.2 

52 A1e1 Aldose 1-epimerase (a1e1) 0.24 0.83 3.4 

38 
 

thaumatin-like protein  0.09 0.27 3.0 

14 GH 7 Cellobiohydrolase 62 (cel7C) (Fragment) 0.30 0.70 2.4 

24 GH 12 Putative endoxyloglucanase (cel12B) 0.43 1.0 2.4 

13 GH 7 Cellobiohydrolase 62 (cel7C) (Fragment) 1.6 3.6 2.2 

 
Spots showing a normalized average volume increase by 2-fold or more on 2DE gels in 
ammonia-treated birch wood meal (AB) vs. untreated birch wood meal (UB) cultures. Spot 
numbers correspond to those in Figure 4.3 and Table 4.1, and the intensity was analysed by 
Prodigy 2D ver. 1.0. The relative degree calculation equals the normalized average volume 
of AB divided by the normalized average volume of UB. 2DE, two-dimensional 
electrophoresis.  
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Table 4.3. Decreased 2DE gel spot volumes in ammonia-treated versus untreated birch wood 

meal cultures 

Spot 

No. 

Protein 

family 
Function (Gene or domain) 

Normalized 

average volume Relative 

degree UB 

×107 

AB 

×107 

33 GH 74 Xyloglucanase (xgh74B) 0.45 0.04 0.087 

20 GH 10 
Putative Endo-β-1,4-xylanase  

(xyn10C) 
0.92 0.12 0.14 

34 GH 74 Xyloglucanase (xgh74B) 0.81 0.17 0.21 

27 GH 28 
Putative rhamnogalacturonase  

(rgh28C) 
0.14 0.04 0.30 

49 AA8-AA3_1 
Iron reductase domain/Cellobiose  

dehydrogenase (cdh) 
0.56 0.20 0.36 

39 CE 1 
Putative acetyl xylan esterase  

(axe1) 
0.71 0.32 0.45 

 
Spots showing a normalized average volume decrease by 0.5-fold or greater on 2DE gels in 
ammonia-treated birch wood meal (AB) vs. untreated birch wood meal (UB) cultures. Spot 
numbers correspond to those in Figure 4.3 and Table 4.1, and the intensity was analysed by 
Prodigy 2D version 1.0. The relative degree was calculated as the normalized average 
volume of AB divided by the normalized average volume of UB. 2DE, 2-dimensional 
electrophoresis.  
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4.4  考察 

 第二章において、草本バイオマスの前処理方法として知られるアンモニア処理が、キシラン/リ

グニン比の高い広葉樹由来木質バイオマスにも適用できることを示した。またアンモニア前処理

は、リグノセルロース系バイオマスの中性糖含有率はほとんど変化しないが、エステル結合の開

裂、アミド化合物の生成およびセルロース結晶型の I型から IIII型への変態をともなって、酵素

糖化を顕著に促進する。P. chrysosporiumはアンモニア処理シラカバを炭素源としたとき、生産す

る菌体外酵素量は低下したが、本菌の生長は著しく促進された。この原因として、アンモニア処

理によってシラカバが分解されやすい状態になり、容易に分解可能な糖の遊離によってカタボラ

イト抑制が生じ、菌体外酵素の生産量が減少したことが考えられた。したがって、アンモニア前

処理は、広葉樹由来木質バイオマスの生分解を効果的に促進することが示された。 

 リグノセルロース系バイオマスの酵素糖化プロセス効率化において特に重要であることから、

最適な糖化酵素カクテルの探索に大きな関心が寄せられている(Gao et al., 2011, Karnaouri et al., 

2016)。本研究では、P. chrysosporiumの生産する菌体外酵素に与えるアンモニアの前処理の効果を

明らかにするために、セクレトーム解析による比較を行った。P. chrysosporiumによるリグニン分

解酵素の生産には、窒素濃度が重要なパラメータであることが知られているが(Dass et al., 1995)、

十分な窒素を含む Kremer and Wood培地(Kremer & Wood, 1992)を用いたためにリグニン分解酵素

は検出されなかった。アンモニア処理シラカバを炭素源としたときの二次元電気泳動画像では、

プロテアーゼの影響と考えられる低分子量タンパク質が多く見られた。培養液のプロテアーゼ活

性は、未処理シラカバを炭素源とした場合と比較して、アンモニア処理シラカバを炭素源とした

とき 2.2倍高かった。GHファミリー10に属するキシラナーゼに対応するスポット No. 19および

No. 20は、アンモニア処理によるタンパク量の変化が大きかったが（Table 4.2、Table 4.3）、これ

は GHファミリー10に属するキシラナーゼがプロテアーゼによって分解されたために各スポット

のタンパク質量が変化したためであることから、ABおよび UB培養物において GHファミリー10

キシラナーゼの総量が本質的に同じであると考えた。 

 一方で、アンモニア処理シラカバを炭素源として用いた場合、GHファミリー11に属するキシ

ラナーゼの生産が顕著に増大した。注目すべきことに、GHファミリー11に属するキシラナーゼ

は P. chrysosporium を含む様々な白色木材腐朽菌が生産する。 
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本菌は複数のエンド-1,4-β-キシラナーゼを分泌することが知られており(Hori et al., 2011)、2つの

xyn遺伝子（xynAおよび xynC）は GHファミリー10に属する糖質加水分解酵素をコードし、1つ

の xyn遺伝子（xynB）は GHファミリー11のタンパク質をコードする(Decelle et al., 2004, Huy et al., 

2011)。XynAおよび XynCは、p-ニトロフェニル-β-D-セロビオシドおよび p-ニトロフェニル-β-D-

キシロピラノシドに対して活性を示したが、XynB はキシランのみを加水分解した(Decelle et al., 

2004)。XynA および XynC は、分解物としてキシロビオースおよびキシロテトラオースを生成し

たのに対し、XynBはキシロビオースおよびキシロペンタースを生成した(Decelle et al., 2004)。大

麦由来可溶性キシランを含む P. chrysosporiumの培養において、GHファミリー10に属するキシラ

ナーゼの強力な誘導が観察されているが、このとき GHファミリー11に属するキシラナーゼの生

産量は変化しなかった(Hori et al., 2011)、。オオムギ由来キシランはα-1-アラビノース側鎖を有す

るが、カバ由来キシランは 4-O-メチル-β-D-グルクロン酸側鎖を有し、その側鎖構造には差があ

ることが知られている。本研究の結果は、大麦由来キシランを用いた研究の結果に矛盾するよう

にみえるが、これは P. chrysosporiumがアンモニア処理シラカバのキシラン側鎖の変化を認識し、

対応して GH10から 11に属するキシラナーゼの生産を誘導したと考えられる。 

 さらにアンモニア処理バイオマスを炭素源としたとき、P. chrysosporiumは GHファミリー74に

属するキシログルカナーゼ、GHファミリー28に属するポリガラクツロナーゼ、および AA8-AA3

に属するセロビオースデヒドロゲナーゼの生産量を減少させた。注目すべきことに、大麦由来可

溶性キシランをセルロースに加えて本菌を培養した以前の研究では、これらの酵素の産生が減少

するのではなく、増強された(Hori et al., 2011)、。これらの結果は、P. chrysosporiumが生育環境に

応じて、生産する酵素を変化していることを示すと考えられ、本菌が非常に複雑で未確認のメカ

ニズムを採用していると考えられる。 

 本章では、P. chrysosporiumを未処理あるいはアンモニア処理シラカバを炭素源として培養し、

得られた培養液に含まれる菌体外酵素の比較解析を行った。得られた結果をまとめてエラー! 参

照元が見つかりません。に示す。アンモニア処理シラカバを炭素源とする培養では、糖化に有効

な酵素である GHファミリー11に属するキシラナーゼの生産量が顕著に増大した。また GHファ

ミリー74に属するキシログルカナーゼおよび GH28に属するポリガラクツロナーゼ、CEファミ
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リー1に属するアセチルキシランエステラーゼおよびセロビオースデヒドロゲナーゼの生産は減

少した。これらの結果は P. chrysosporiumが、アンモニア処理シラカバを炭素源としたときに脱ア

セチル化されたキシランおよび窒素含有バイオマスの分解に関連した酵素群を生産することを示

した。加えてこれらの結果は、P. chrysosporiumがアンモニア処理バイオマスをキシランおよび窒

素含有バイオマスとして認識し、関連する酵素の生産を制御している可能性を示すと考えられる。

しかしながら、P. chrysosporiumがバイオマスの微細な変化を認識し、対応した酵素を制御する複

雑な機構は未だに不明である。P. chrysosporium由来単一酵素を用いて、前処理されたリグノセル

ロース系バイオマスを酵素糖化する研究は、バイオマス分解の複雑なメカニズムのより良い理解

を導く手がかりを与え、効率的な生産のための酵素カクテルの最適化に役立つバイオ燃料と化成

品の生産に役立つと考えられる。 

 

4.5  総括 

 第三章までの結果により、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンによる

制約のみならず、セルロースに対するキシランの存在状態による制約も大きな影響を与えている

ことが示された。アンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスを効率的に酵素糖化するうえでは、

糖化に用いる酵素剤のキシラン分解強化が有効であると考えられたことから、キシラン分解の促

進に有効な酵素を探索することを目的に、担子菌Phanerochaete chrysosporiumがアンモニア処

理シラカバ由来木質バイオマスの分解過程に分泌する酵素を網羅的に解析した。その結果、同菌

はアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスを炭素源として生長するとき、培養液のキシラナ

ーゼ活性を顕著に向上し、その際、特にGHファミリー11に属するキシラナーゼの分泌を顕著に

増大させていることが明らかになった。 
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5. 広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化の効率化 
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5.1. 目的 

 第四章までの結果により、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンによる

制約のみならず、セルロースに対するキシランの存在状態による制約が大きな影響を与えている

ことが示された。また第四章より、担子菌P. chrysosporiumはアンモニア処理シラカバ由来木質

バイオマスの分解時に、GH11に属するキシラナーゼの生産を顕著に増大していることが確認さ

れた。これらの結果をふまえ本章では、アンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスの糖化収率の

向上を目指して、糖化実験に用いてきた市販酵素剤（CTec+HTec）に対してキシラン分解酵素を

添加することで、酵素剤のキシラン分解活性の強化したときに酵素糖化に与える影響を調べた。

さらに、X/L比の低いポプラ由来木質バイオマスについては、リグニンの存在が酵素糖化のボト

ルネックとなっていると考えられたことから、オゾン処理による簡便な脱リグニン処理が、アン

モニア処理ポプラ由来木質バイオマスの酵素糖化に与える影響を調べた。 

 

5.2. 実験 

5.2.1. アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの酵素糖化に与えるキシラナー

ゼの添加効果 

 アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスを酵素糖化のための基質として使用した。等量の

Cellic® CTec（Novozymes、Bagsvaerd、Denmark）および Cellic® HTec（Novozymes）を混

合し、ベース酵素カクテルとして使用した。このベース酵素カクテルに市販単一酵素（GH11 に

属する Neocallimastix patriciarum あるいは A.niger 由来の組換えエンド-1,4-β-キシラナーゼ

（Megazyme）、GH10 に属する T.maritima および C. japonicus 由来のの組換えエンド-1,4-β

-キシラナーゼ（Megazyme）、Orpinomyces. sp.由来アセチルキシランエステラーゼ、G. 

stearothermophilus 由来のα-グルクロニダーゼ、および GH43 に属する Bacillus pumilus 由来

β-キシロシダーゼ）を E/B 比 1/250 添加することで、キシラン分解関連酵素の添加効果を調べ

た。未処理およびアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマス（1.0％w / v）について、50mM

酢酸ナトリウム（pH4.5）中、37℃、15rpm にて、酵素/バイオマス（E/B）比 1/ 25 にて酵素糖

化を行った。酵素糖化 48 時間反応後、得られた反応溶液に含まれる D-グルコースおよび D-キシ

ロースの量を、グルコース CII-テストワコー試薬（Wako）および D-キシロースアッセイキット
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試薬（Megazyme International Ireland、Ltd.、Wicklow、Ireland）によって測定した。各測定

データは、3回の測定の平均値として示した。 

 

5.2.2. オゾン処理ポプラ由来木質バイオマスの調製と酵素糖化 

 未処理およびアンモニア処理ポプラ由来木質バイオマスに対して、オゾン処理を行った。オゾ

ン処理は、1 gの湿潤試料（水分37.5％）を振り混ぜながら、3％O3を含むO2流（500ml min-1）

に撹拌しながら5分間接触させることで行った。また得られたオゾン処理ポプラ由来木質バイオマ

スに対して、第二章と同様の条件にてアンモニア処理を行った。オゾン処理後の試料に含まれる

グルコース、キシロースおよびクラーソンリグニンは第二章と同様の方法で求めた。酵素糖化は、

2.2.4節と同様に、等量のCellic® CTec（Novozymes、Bagsvaerd、Denmark）およびCellic® HTec

（Novozymes）を混合し、酵素カクテルとして使用した。また、上記の酵素カクテルに糖質加水

分解酵素ファミリー（GH）11に属するN. patriciarum由来の組換えエンド-1,4-β-キシラナーゼ

（Megazyme）をE/B比1/250添加したときの酵素糖化実験も行った。 

 

5.3. 結果 

5.3.1. アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの酵素糖化に与えるキシラナー

ゼの添加効果 

 酵素カクテル（Cellic® CTec および HTec）に各種キシラン分解関連単一酵素を添加すること

で、酵素剤のキシラン分解活性を強化したときに、アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマス

の酵素糖化収率に与える影響を調べた（Figure 5.1）。特に N. patriciarum 由来組換えキシラナ

ーゼを添加した酵素剤を用いてアンモニア処理シラカバを 48 時間酵素糖化したとき、キシロー

ス収率 91.3％、グルコース収率 76.5％が得られ、十分な糖収率が得られた。したがって、高いキ

シラン含有率および低いリグニン含有率を有するシラカバにおいては、酵素カクテルの適正化に

よってアンモニア前処理が十分に適用できることが示された。 
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Figure 5.1. Enzymatic hydrolysis of ammonia-treated birchwood biomass with recombinant 
enzymes. a: glucose yield; b: xylose yield. Ammonia-treated biomass from birch wood was 
used as substrate for assaying the enzymatic hydrolysis to measure the effects of single 
enzyme addition. Commercially available recombinant enzymes (GH family 11 
endo-1,4-β-Xylanase from Neocallimastix patriciarum or β-xylosidase from Bacillus 
pumilus, Megazyme International Ireland) and a 1:1 mixture of Cellic CTec (Novo) and Cellic 
HTec (Novo) were used as enzyme cocktails. The reaction cocktail was prepared with 
enzyme/biomass (E/B) ratio of 1:25 for Cellic® CTec and HTec enzymes plus recombinant 
enzyme at an initial E/B ratio of 1/250. The other conditions were the same as described in 
material and methods.  
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5.3.2. ポプラ由来木質バイオマスの酵素糖化に与えるオゾン処理およびキシラナー

ゼの添加効果 

 5 分間のオゾン処理によって、ポプラ由来木質バイオマスおよびアンモニア処理ポプラ由来木

質バイオマスのリグニン含有率は、6.4 wt.%（from 24.4wt.%）および 7.5 wt.%（from 25.3wt.%）

まで低下した。ポプラ由来木質バイオマスおよびアンモニア処理ポプラ由来木質バイオマスの酵

素糖化に与えるオゾン脱リグニン処理およびN. patriciarum由来組換えキシラナーゼの添加効果

を調べたところ（Figure 5.2）、オゾン処理はグルコース収量を顕著に増大したが、キシロース

収量の増大に与える効果は小さかった。また、オゾン処理とアンモニア処理を組み合わせて用い

ることで、オゾンあるいはアンモニア処理のみの場合と比較して、高いグルコースおよびキシロ

ース収量が得られた。さらに、オゾン処理とアンモニア処理を組み合わせて処理したポプラの酵

素糖化において、N. patriciarum 由来組換えキシラナーゼ添加による酵素剤のキシラナーゼ強化

を行うことで、グルコース収率およびキシロース収率の増大が確認された。興味深いことに、ア

ンモニア処理試料に対してオゾン処理を行った試料に比較して、オゾン処理後にアンモニア処理

を施したポプラ由来木質バイオマスの方が、同一酵素糖化条件において、より高いグルコースお

よびキシロース収率が得られた。 
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Figure 5.2 Enzymatic saccharification of ozone-treated poplar sample. 

Untreated: untreated poplar, APo: ammonia-treated poplar, OzPo: ozone-treated poplar, 
AOzPo: ozone-treated poplar following ammonia treatment, OzAPo: ammonia-treated 
poplar following ozone treatment. Xyn: Commercially available recombinant enzyme (GH 
family 11 endo-1,4-β-Xylanase from Neocallimastix patriciarum, Megazyme International 
Ireland) was added.Equal amounts of Cellic® CTec and HTec were mixed and used for 
enzymatic hydrolysis. This enzyme cocktail was incubated with 1.0% (w/v) untreated or 
ammonia-treated biomass in 1 mL of 50 mM sodium acetate pH 4.5 at 37 °C and 15 rpm at an 
initial E/B of 1/25. The reaction mixtures were sampled at 48 h. Glucose and xylose 
concentrations were determined with glucose and xylose assay kits. 
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5.4. 考察 

 第四章より、担子菌 P. chrysosporium はアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの分解

時に GHファミリー11 に属するキシラナーゼの分泌を顕著に増大させていたことから、糖化実験

に用いてきた市販酵素剤（CTec+HTec）に対して、各種単一酵素を添加することで酵素剤のキシ

ラン分解活性を強化した。その結果、GHファミリー11 に属する N. patriciarum 由来組換えキシ

ラナーゼを添加することで、酵素剤のキシラン分解活性を強化したところ、アンモニア処理シラ

カバの酵素糖化において十分な糖収率が得られることが明らかになった。 

 アンモニア前処理の効果が小さい樹種においては、リグニンが酵素糖化の阻害要因となってい

ることが考えられたため、オゾンによる脱リグニン処理が酵素糖化収率に与える影響を調べた。

オゾン処理による脱リグニン処理は、ポプラ由来木質バイオマスの酵素糖化収量を顕著に向上し

た。しかしながら、興味深いことに、アンモニア処理ポプラ由来木質バイオマスに比較して、オ

ゾン処理ポプラ由来木質バイオマスのキシロース収量は低く、オゾン処理試料ではキシラン分解

がボトルネックとなることが示唆された。また、オゾン処理ポプラ由来木質バイオマスの酵素糖

化においても、アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの酵素糖化の場合と同様に、キシラ

ナーゼの強化による酵素糖化収量の増大が確認された。これらのことから、オゾン処理ポプラ由

来木質バイオマスの酵素糖化においても、酵素剤のキシラナーゼ強化によるキシラン分解の促進

が有効であることが示された。また、アンモニア処理試料に対してオゾン処理を行った試料に比

較して、オゾン処理後にアンモニア処理を施したポプラ由来木質バイオマスの方が、同一酵素糖

化条件において、より高いグルコースおよびキシロース収率が得られた。これは、オゾン処理と

つづくアンモニア処理によって、酵素糖化の制約要因であるリグニンの分解が促進されるためで

あると考えられる。 

 これまでに脱リグニン処理を施したパルプを原料とする酵素糖化プロセスの開発が多くなされ

てきたが、草本バイオマスの場合よりも糖化効率が低いため、広葉樹由来木質バイオマスのアン

モニア前処理にはほとんど注意が払われていない(Balan et al., 2009)。しかしながら、これらの結

果は、少なくともキシラン/リグニン比が比較的高い広葉樹由来木質バイオマスにおいては、アン

モニア前処理とともにキシラン分解活性を強化した酵素カクテルを用いることによって、脱リグ

ニンを行わずに高い糖収率が達成できることを示すと考えられる。また、キシラン/リグニン比が
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比較的低い広葉樹由来木質バイオマスにおいても、アンモニア前処理はキシラン分解性の向上に

有効であり、オゾン処理などの簡便な脱リグニン処理と酵素剤のキシラナーゼの強化を組み合わ

せることによって、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化を効率的に進めることができる可能性

を示していると考えられる。 

 

5.5. 総括 

 前章までの結果により、アンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスにおいては、用いる酵素剤

のキシラン分解を強化することが酵素糖化の効率化に重要であると考えられた。そこで、アンモ

ニア処理シラカバ由来木質バイオマスの酵素糖化において、市販酵素剤（CTec+HTec）に各種キ

シラン分解関連酵素を添加し、酵素剤のキシラン分解活性を強化したところ、N. patriciarum 由

来の GHファミリー11 に属するキシラナーゼによって、酵素糖化収率が大きく改善されることが

明らかとなった。このことから、アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの酵素糖化の効率

化のためには、キシラナーゼの選択とその強化が有効であることが示された。さらに、X/L 比が

低くアンモニア前処理が必ずしも有効でなかったポプラ由来木質バイオマスについては、アンモ

ニア処理後にオゾン処理を施し、リグニンを部分酸化すると酵素糖化が効率化された。また、こ

の場合も、キシラナーゼの強化によって、さらに酵素糖化の効率化が可能であることが示された。 
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6.1. 総括 

 地球温暖化防止や化石資源代替のために、リグノセルロース系バイオマスから、エタノールや

化成品等の有用物質を生産することが期待されている。リグノセルロース系バイオマスをグルコ

ース等の単糖に変換するうえで、酵素糖化は高温・高圧を必要とせず、分解生成物の高い選択性

が望めるという利点がある。しかし、木質バイオマスの酵素糖化においてはリグニンの存在が大

きな制約要因となっていると考えられている。そのため、リグニンの除去を伴う前処理が、酵素

糖化の効率化のためには不可欠とされている。アンモニア処理は脱リグニンを伴わない簡便な前

処理であり、草本バイオマスには非常に有効であることが示されている。しかし、広葉樹由来木

質バイオマスへのアンモニア前処理の適用例はアカシアおよびポプラだけで、この場合、草本バ

イオマスにおける酵素糖化に比べて、前処理としての効果は小さく、適用は困難であることが指

摘されている。そこで本研究では、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化における制約要因を精

査するとともに、脱リグニン処理を伴わないアンモニア前処理の広葉樹由来木質バイオマスの酵

素糖化への適用性について検討を行い、新たな知見を得ることができた。これらについて以下に

総括する。 

 アンモニア処理が6種の広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化に与える影響を明らかにし、前処

理としての適用性を調べた。市販酵素剤（CTec+HTec）を用いた酵素糖化実験の結果、アンモニ

ア前処理はシラカバ等のキシラン/リグニン含有率（X/L）比の大きい樹種の酵素糖化に有効であ

る一方、アカシアやユーカリ等のX/L比の小さい樹種に対する効果は小さいことを明らかにした。

したがって、X/L比の大きな広葉樹由来木質バイオマスでは、草本バイオマスの場合と同様にア

ンモニア処理は酵素糖化の前処理として有効であり、リグニンの存在による酵素糖化の制約は限

定的であることを示した。また、広葉樹由来木質バイオマスのセルロース分解量は、キシランの

分解量に依存していることが想定されたため、酵素剤のキシラン分解を強化することが酵素糖化

において高いグルコース収率を達成するために重要と考えられた。 

 第二章において、X/L比の低い樹種では、リグニンが酵素糖化の大きな制約要因となることが

示された。そこで、脱リグニンされた広葉樹由来木質バイオマスでは、酵素糖化の制約が解除さ

れたかどうかを確認するために、Wise法による脱リグニン処理によって得られたホロセルロース

の酵素糖化特性を調べた。その結果、すべての樹種において、脱リグニン処理は酵素分解性を大



 99 

幅に改善したが、その効果には樹種間で大きな差がみられた。そこで、酵素糖化の速度論的解析

を行ったところ、広葉樹由来木質バイオマスには、セルロース分解を伴うことなく分解できるキ

シラン（易分解性キシラン）とセルロース分解を伴わないと分解できないキシラン（難分解性キ

シラン）の二相状態が存在することが明らかとなった。さらに、二相状態の比率には樹種間で大

きな差があることが示され、これが酵素糖化特性にも大きな差を与える要因であると考えられた。 

 前章までの結果により、広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンによる制

約のみならず、セルロースに対するキシランの存在状態による制約が大きな影響を与えているこ

とが示された。そこで、キシラン分解の促進に有効な酵素を探索することを目的に、担子菌P. 

chrysosporiumがアンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスの分解過程に分泌する酵素を網羅

的に分析したところ、同菌はGHファミリー11に属するキシラナーゼの分泌を顕著に増大させて

いることが示された。 

 そこで、糖化実験に用いてきた市販酵素剤（CTec+HTec）に対して各種市販キシラン分解酵素

を添加することで、酵素剤のキシラン分解活性の強化を行った。その結果、Neocallimastix 

patriciarum由来のGHファミリー11キシラナーゼを添加すると酵素糖化収率が大きく改善され

ることが明らかとなり、アンモニア処理シラカバ由来木質バイオマスから糖化収率約80%を達成

した。このことから、アンモニア処理広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化において、キシラナ

ーゼの選択とその強化が酵素糖化の効率化に重要であることが示された。さらに、X/L比が低く

アンモニア前処理が必ずしも有効でなかったポプラ由来木質バイオマスについては、アンモニア

処理後にオゾン処理を施すことで酵素糖化が効率化され、この場合も、キシラナーゼの強化によ

って、さらに酵素糖化の効率化が可能であることが示された（Figure 5.2）。 

 以上のように本研究では、アンモニア処理が X/L 比の大きいシラカバなどの広葉樹由来木質バ

イオマスの酵素糖化前処理として、有効に用いることができることを明らかにした。また、広葉

樹由来木質バイオマスの酵素糖化においては、リグニンによる制約に加えて、キシランの存在状

態も制約要因になることを明らかにした。これらの制約は草本バイオマスではアンモニアによる

簡便な前処理によって解除することができるが、広葉樹由来木質バイオマスでは、制約解除の度

合いには樹種差で大きな差があることが示された。広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化におい

て、リグニンによる制約はアンモニア前処理やオゾン処理によって軽減できるが、一方、本研究
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で新たに明らかとなったキシランによる制約については、キシラナーゼの選択と強化がその解除

のために重要であることが示された。本研究で得られた知見に基づき、木質バイオマスからのバ

イオリファイナリープロセスが開発されることを期待し、総括とする。 

 

6.2. 今後の展望 

 アンモニア前処理を用いたリグノセルロース系バイオマスからのエタノール生産に関する取り

組みは、日本においても「バイオエタノール一貫生産システムに関する研究開発」において実証

に向けた広範な検討が実施された。本プロジェクトの最終報告書(バイオエタノール革新技術研究

組合 & 国立大学法人東京大学大学院農学生命科学研究科, 2015)では、草本バイオマス（エリアン

サス）にアンモニア前処理を適用したシステムにおいて、エタノール生産コスト 80円/Lを達成し

たことが報告されているが、アンモニア消費量（回収率）が原料バイオマスおよび酵素に次ぐ変

動費であり、かつシステム全体においてアンモニア消費が最も大きな温室効果ガス排出要因であ

ることが合わせて指摘された。アンモニア前処理を用いたバイオマス変換プロセスにおいて、ア

ンモニア消費量（回収率）が大きなコスト要因であることは、コーンストーバーからのエタノー

ル生産プロセスにおいても同様の指摘がされている(Stoklosa et al., 2017)。したがって、アンモニ

ア前処理をバイオマス変換プロセスに適用するためには、酵素糖化プロセスの効率化だけではな

く、低コストかつ環境に優しい技術によってアンモニアを生産することも重要な技術課題である

と考えられる。 

 一方で近年、水素キャリアとしてのアンモニアに注目が集まっており、2017年 12月に決定さ

れた水素基本戦略においては(再生可能エネルギー・水素等関係閣僚会議, 2017)、2030年頃に商

用規模の水素サプライチェーンを構築し、年間約 30万トンの水素を調達するとともに、将来的に

は 20円/Nm3程度の水素コストの実現を目指すことが明記されている。水素社会の構築にあたっ

ては、アンモニアは体積水素密度が大きい（液化水素の 1.5倍）ため、インフラ整備をより小規

模で安価に形成でき、天然ガスから比較的安価に製造できること、既存の商業サプライチェーン

を活用であることから、実用化が期待されている。また、アンモニアは燃焼させることで発電用

燃料として直接利用することが可能であり、燃焼時に CO2を排出しない特徴がある。そのため水

素キャリアとしてのアンモニア利用が期待されており、実用化において課題となる直接燃焼利用
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時の窒素酸化物（NOx）の低減、可燃性劇物に係る安全性確保に関する技術開発が盛んに行われ

ている。水素基本戦略では、アンモニアの積極的な活用が明記されており、発電量燃料として 2020

年頃までに石炭火力発電所でのアンモニア混焼の開始、2030年頃までにガスタービン等への利用

拡大を目指すことが示されている。現状では、アンモニアは天然ガスから生産されているが、二

酸化炭素回収・貯留（CCS）を組み合わせて生産された水素、あるいは太陽光発電等の再生可能

エネルギーの余剰電力から得られた水素を用いることによって、カーボンニュートラルなアンモ

ニアを生産することが期待されている。前述のように、アンモニア前処理を用いた酵素糖化プロ

セスの課題は、アンモニアを低コストかつ環境に優しい技術によって生産することにあるので、

発電用燃料と同程度の価格で、カーボンニュートラルなアンモニアが得られるようになれば、実

用化のボトルネックとなっていたコストおよび温室効果ガス排出量の課題は解消されると考えら

れる。 

 本研究の成果をもとに考えられるアンモニア前処理を用いたバイオマス変換プロセスのフロー

案を示す（Figure 6.1）。バイオエタノール一貫生産システムに関する研究開発では、原料作物

として草本バイオマスが選定されたが、アンモニア前処理は X/L 比が高いシラカバ等の一部の広

葉樹由来木質バイオマスにも適用できることから、既存ケースよりも適応原料の拡大が期待でき

る。広葉樹由来木質バイオマスでは、リグニンが酵素糖化の重要な制約要因であるため、X/L 比

の低いアカシア、ユーカリおよびポプラ等の樹種ではアンモニア前処理の適用が困難であるが、

オゾン処理等の簡便な脱リグニン処理によって、リグニンの一部を除去することで酵素糖化収率

が増大することから、アンモニア前処理にオゾンなどによる脱リグニン処理を組み合わせること

も適応樹種拡大に有効と考えられる。 

 またコーンストーバーにおける研究では、キシランの一部が液化アンモニアに溶解することが

指摘されている(da Costa Sousa et al., 2016)。オゾン等によってリグニンの一部を分解した場合、分

解物の一部はアンモニアへの溶解性が向上することが想定されることから、バイオマス構成成分

の液化アンモニアへの溶解性を生かした分画は、バイオリファイナリープロセスの構築において

有効と考えられる。加えて酵素糖化によるバイオマス変換は、酵素の基質特異性を生かした多段

プロセスを構築できることから、前処理バイオマスを段階的に酵素糖化することで、キシロース、

Ⅲ型セルロース＋キシラン、グルコース＋キシロース、リグニン＋灰分などとして有用物質を分
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離回収することができる。これらの物質は、例えばキシロースはフルフラール原料として、Ⅲ型

セルロース＋キシランは素材原料として、リグニン分解物は化成品原料として利用できる可能性

がある。以上より、アンモニア前処理を用いた広葉樹由来木質バイオマスの酵素糖化プロセスは、

グルコースおよびキシロースなどの単糖を高い収率で得られる可能性が示されるとともに、糖化

処理後の固体残渣としてリグニンを回収できることから、段階的に歩留まり高く各成分を分離回

収することで、バイオマス構成成分を余すところなく活用したバイオリファイナリープロセスの

構築に有望な技術と考えられる。 

 

草本バイオマス
広葉樹バイオマス

＜液体画分＞
液化アンモニア溶解成分
（アミド化合物、キシラン
リグニン分解物など）

＜液体画分＞
キシロース

＜固体画分＞
リグニン、灰分など

＜液体画分＞
グルコース、キシロースなど

アンモニア前処理 酵素糖化
（キシラナーゼ系）

酵素糖化
（セルラーゼ系）

＜固体画分＞
Ⅲ型セルロース＋キシラン

酵素糖化プロセス

アンモニア キシラナーゼを強化した酵素剤オゾン

（脱リグニン処理）

前処理プロセス

 

Figure 6.1 Suggested biorefinery process based on ammonia pretreatment. 
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