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要旨：セルロースは D・グルコースから構成される，枝分かれ構造を含まない直鎖状の多糖であ

る．また，直線上に配置した分子同士が会合し結晶性の高い高次構造を形成するため，セル
ラーゼなどの酵素による分解性が低い．筆者らは，セルロース溶解性を示すイオン液体に着目
し，セルロースの高次構造と酵素分解性の関係を調査した イオン液体による溶解後に再析出さ
れた再生セルロースは， II型セルロースに近い結晶型を示したが，その構造は用いるイオン液体

の種類によって異なることを明らかにした．次に 作用機序が異なる 3種類のセルロース分解酵
素を用いて再生セルロースの分解性評価を行った結果，非晶領域に作用しやすいエンドグルカ

ナーゼによる分解性が，イオン液体の種類によらず大きく上昇することが明らかとなった．ま
た，再生セルロースの構造がより II型セルロースに近くなるほど，酵素分解性は低下した．実

バイオマスに対するイオン液体処理においては，イオン液体の種類により溶解挙動が大きく異な
ることと，完全溶解を行わなくても十分に酵素反応性を改善させることが可能になることを明ら

かにした．

キーワード：セルロース，再生セルロース，イオン液体，セルラーゼ，バイオマス＊＊＊

セルロースは地球上で最も豊富に存在する有機物である

といわれる多糖である．その理由は，陸上植物の細胞壁を

構成する主要成分の lつであり，光合成における代謝産物

として豊富に生産されるからである．セルロースの構成単

糖は，澱粉と同様に D－グルコースである．しかし澱粉

とは異なり，枝分かれ構造を含まない直鎖状分子であり，

分子鎖聞でフk素結合や疎水的な相互作用を介し“セルロー

ス鎖の束”を形成する こうした束はセルロースミクロ

フイブリルと呼ばれ，これらが更に会合し，より太いセル

ロース繊維の束が形成される．このような“セルロースの

高次構造”は，セルロースに対して非常に強固で安定な性

質を付与している．たとえば，セコイアなどの木の中には

樹高が 100mを超すものも珍しくない また，法隆寺の

西院伽藍の建築群は世界最古の木造建築であるとされてお

り， 1,300年近い年月を経た今もなお，現存している．こ

のように，天然に存在するセルロースは，植物が進化の中で

獲得した強固な構造体を形成するための材料ともいえる．

一方，植物が自然循環の中で朽ちていく過程では，セル

ロースの分解も非常に重要となる．この際に大きな役割を

果たすのが，担子菌をはじめとする様々な徹生物により生

産されるセルロース分解酵素である．バイオエタノールに

代表されるバイオリファイナリーへの酵素利用は，こうし

た微生物がもっ性質を利用するものであるが，前述のとお

りセルロースの高い結品性は 酵素分解を妨げる要因と

＊本原稿は，日本応用糖質科学会平成28年度大会の奨励賞受賞講演で一部発表された．
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水野： セルロースの高次構造改変とその酵素分解性の評価

なっている．そのため，結晶性の高いセルロースの酵素分

解においては，結晶性を弱めるような前処理を施すことが

必要となる．

筆者らは， これまでに水熱処理によるバイオマスの前処

理効果の研究同lこ従事してきたが 本研究では基質である

セルロースの高次構造と酵素による分解性について調べる

ために，イオン液体と呼ばれるセルロース溶剤に着目し

た イオン液体は，温和な条件下でセルロースを溶解させ

ることが可能であると同時に，容易に再生セルロースを調

製することも可能である ここでは，種類の異なるイオン

液体処理によって得られる再生セルロースの高次構造と酵

素分解性の関係，実バイオマスに対するイオン液体処理の

効果等について紹介する．

2. イオン液体によるセルロースの溶解

多くのセルロースは，植物により結晶性のセルロースと

して生産される 綿（コットン）や麻は，そのまま繊維と

して利用されるが，木材などのパルプから製造されるレー

ヨンは， 一度，可溶化させた後に紡糸された再生繊維であ

る．産業的には， 19世紀半ばから後半にかけ．銅アンモ

ニア溶液（Schweizer試薬）やビスコース法に代表される

誘導体化によるセルロース溶解方法が開発，利用されてき

たー実験室規模では，非水系有機溶剤としてN,N－ジメチ

ルアセ トアミドを用いてセルロースを分散後，塩化リチウ

ムを添加することで錯体形成を行い，溶解させる方法など

がよく知られている．こうした溶剤により一度溶解され，

その後，再び固体として再生されたセルロースは，再生セ

ルロースと呼ばれる．天然のセルロースは，セルロース鎖が

同一方向に配向した結晶構造（I型）をとるのに対し，再生

セルロースは逆並行に配向した結晶構造（II型）をとる

2002年，米国アラパマ大の Rogersらのグループにより

セルロース溶解性を示すイオン液体が報告されてから，セ

ルラーゼ溶剤の利用は新しい局面を迎えた＂.イオン液体

は100。c以下で液体である塩の総称であり，蒸気圧が低く
揮発しにくい塩であることから，グリーンで安全な溶媒と

図1 [Emim][OAc］へのセルロースの溶解と再析出のようす

Swt%微結晶性セルロースを 120。c.2時間で溶解させた後，
脱イオン水を添加して再析出させたもの．

・11・
して産業利用もされている．セルロース溶剤としてのイオ

ン液体の利点は，溶解条件が他のセルロース溶剤と比較す

ると温和で、あることや，溶解操作が非常に簡便で、あること

などが挙げられる．また イオン液体に溶解したセルロー

スは，水などの貧溶媒を添加することで，容易に再生セル

ロースとして再析出させることが可能である（図 I). セル

ロース溶解性を示すイオン液体の種類や溶解度について

は， WangらやPinkertらの文献に詳しくまとめられてい

る5.6)

3. アミノ酸イオン液体の開発

イオン液体を構成するカチオン種とアニオン種のセル

ロース溶解機構における役割については，イミダゾリウム

系イオン液体を用いた実験において，主にアニオン種とセ

ルロースとの相互作用が重要であることが報告されてい

る7) 多くのセルラーゼは，基質であるセルロースとはセ

ルロース結合ドメインまたは，触媒ドメインの活性領域付

近に存在する芳香族アミノ酸残基の側鎖との間で相互作用

することが多い そこで，こうしたアミノ酸側鎖とセル

ロースとの親和性に着目し，アミノ酸をイオン液体のイオ

ン種に用いることで，セルロースの溶解性を高め，かつ再

会合を防ぐようなイオン液体の開発を試みた．実際のアミ

ノ酸イオン液体の合成については 鳥取大学の伊藤敏幸先

生に行っていただいた 既に報告されているアミノ酸イオ

ン液体の合成法勺こ基づき カチオン種に I－ブチルー3－メチ

ルイミダゾリウムをもっアミノ酸イオン液体を合成したが

セルロース溶解性を示さなかった 次いで，カチオン種に

4級アンモニウム塩を用いた結果，いくつかのアミノ酸に

おいてセルロース溶解性を示すア ミノ酸イオン液体の合成

に成功した。｝最も高いセルロース溶解性を示したのは，

アニオン種にアラニンを有する N-(2-methoxyethyl),N,N-di-

ethyl,N-methylammoium alanine ([N,21ME][Ala］） であり，次

いで[N,21ME](Lys］であった. [N,,,ME](Ala］は， 12wt%の微

結晶性セルロースを 100℃ 10分で溶解させることが可能

である. [N,,1ME](Ala］処理によって得られる再生セルロー

スの構造解析と酵素分解性については，事項で述べる ま

た，芳香族アミノ酸を用いた場合のセルロース溶解性は

[N221ME][T中］ で5wt%で、あった． このように，イオン液体

のデザインにおいてカチオン種とアニオン種は様々に組み

合わせることが可能であり，今後，セルロース溶解性を示

すイオン液体は更に増えていくものと考えられる．

4. イオン液体処理再生セルロースの構造解析

先ず， 異なる種類のイオン液体によって微結晶性セル

ロース（MCC）を溶解させた後，貧溶媒を加えることで再

析出される再生セルロースの構造の解析を試みた イオン

液体には，カチオン部に トエチルー3－メチルイミダゾリウ

ムイオンを有し，アニオン部にそれぞれ塩化物イオン，酢
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酸イオン，リン酸イオンを有する 3種類のイオン液体

([Emim][Cl]. [Emim](OAc]. [Emim][DEP］） に加え，アミノ

酸イオン液体である (N221ME][Ala］を用いた（図 2). セル

ロース濃度は 5wt%とし，120℃で撹＃しながら 2時間加

熱し，目視で MCCが完全に溶解したことを確認したセ

ルロースの再析出は， 3倍量の脱イオン水を添加すること

で行い，得られた再生セルロースを，団体NMR,X線回

折，ゲル浸透クロマトグラフイーにより．それぞれ分析を

行った（図 3)">.

各再生セルロースの構造の詳細についてはここでは省略

するが，イオン液体による溶解という過程を経るため，い

ずれの再生セルロースも未処理の MCCでみられる I型セ

ルロースの構造は保持していないことがわかる．一方で、’

結晶型や鎖長分布については用いたイオン液体の種類に

よって異なることがわかった たとえば， (N221ME][Ala］処

理による再生セルロースは 固体NMRおよびX線回折の

チャー トからも，典型的な II型セルロースに近い構造を

有していることが明らかである．また，［Emim][OAc］処

理についても (N221ME](Ala］処理と比較的類似した構造で

あった 一方， ［Emim][Cl］および ［Emim][DEP］処理では，

未処理にみられる典型的な I型セルロースのピークは消失

しているものの， (N221ME](Ala］処理でみられた II型セル

ロースのパターンではなく 無定形セルロースに近いパ

ターンを示した．また.[Emim][Cl］以外のイオン液体処理

ではセルロース鎖長の低下は認められないが， ［Emim](Cl]

カチオン

1 ethyl-3 methylimidazolium 

アニオン

Chloride 

略称

[Emim][CI] 

H3C, -A.. /'- Acetate [Emim][OAc] 
N +J,N CH3 

、与~ Dieth洲phosphate [Emim][DEP] 

N (2-methoxyethyl)-N,N-diethyl-N-
methylammonium 

CH, 
/'-1+ 
H3C ~ V'-0,,CH, 

H3C,...-

Alanine 

図2.本研究で使用したイオン液体

日CCP/MASS NMR 

C2, 3, 5 

未処理

[Emim][CI] 

[N221MeJ[Ala] 
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で処理するとやや低分子化することが明らかとなったこ

のように，視覚的に溶解されている状態であったとして

も，再生されてくるセルロースの構造は用いたイオン液体

の種類によって異なってくる．

5. イオン液体処理再生セルロースの酵素分
解性

イオン液体処理によって得られる再生セルロースのセル

ラーゼによる酵素分解性については，これまでに多くの報

告があるII・＂＞.これらの文献の多くでは，市販酵素剤が用

いられているが，こうした酵素剤中には作用機序が異なる

複数のセルロース分解酵素が含まれている イオン液体の

種類に起因する再生セルロースの構造の違いと酵素分解性

の関係を調べるためには，作用機序が異なる複数のセル

ロース分解酵素を単一酵素として調製する必要がある，そ

こで，本研究では白色腐朽菌ウスパタケ (lrpexlacteus）由

[kDa] M Exぺ Ex-3 En-1 

97.4 

66.2 

45.0 

31.2 ｜ 岨，圃圃紗

酵素 略称 GH Family 作用機序 作用領減

Cellobiohydrolase I 
Ex-1 GH7 Exo 結晶

(CBHり

Cellobiohydrolase II 
Ex-3 GH6 Exo 

結晶
(CBH II) 非結晶

。－1,4-endoglucanase En-1 GH5 Endo 非結晶(EG) 

図4. 本研究で使用した単一酵素

上，精製後の SDS-PAGE写真；下，酵素の分類．

X-ray diffraction Gel permeation chromatogram 

[Emim][DEP] 

附］［O何］ …凡J
山 la］；」：：ττ：

120 110 100 90 80 70 60 50 5 10 15 2（〕 25 30 35 40 10 12 14 16 18 20 

Chemical shift a/ppm Diffraction angle 29/deg 日utiontime [min] 

図3 未処理およびイオン液体処理再生セルロースの構造解析

Mizuno et al. (2012)'°1を一部加工転載．



水野 セルロースの高次構造改変とその酵素分解性の評価 ・13・
Ex・1 Ex-3 En-1 

3000 3000 3000 

ごJ2500 ごj' 2500 ::J' 2500 

ちεl 2000 -§, 2000 -§, 2000 
2 2 ］ ＝工

副司 1500 m［副 1500 咽 1500

饗 1000 相罫｜民’苓E 1000 
I~ 

世1000
！｜到 500 !I国 500 !I国 500 

。 。
12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 

反応時間［h]反応時間［h] 反応時間［h]

図5.未処理およびイオン液体処理再生セルロースの単一酵素による分解

ム， 未処理.0, [Emim](Cl］，回［Emim][DEP］， 口，［Emim][OAc].・，（N201ME](Ala]. Mizuno et al. 
(2012）山を一部加工転載

0分 180分

[Em i『n][CI]

[Emim][DEP] 

[Emim][OAc] 

図6.偏光顕微鏡によるエリアンサスのイオン液体への溶解挙動観察

来のセロピオヒドロラーゼ I(Ex-1），セロ ピオヒドロラー

ゼ II(Ex-1），エンドグルカナーゼ（En-1）を，麹菌Asper-

gillus 01yzaeで異種発現させ，精製したものを用いた（図

4)'3・"'. 

いずれの酵素b 未処理MCCに対する酵素分解性は著

しく低いが，イオン液体処理によ って得られる再生セル

ロースに対しては作用しやすくなった（図 5）＇°＇.とくに，

En-1による分解性が増加したが，改善の程度はイオン液

体の種類によって異なっていたーいずれの酵素においても

高い分解性を示すのは，［Emim][Cl］処理であり，次い

で［Emim][DEP］処理であった これらのイオン液体処

理から得られる再生セルロースの特徴は，非晶領域を多

く含む不定形セルロースである 一方， ［Emim][OAc］や

[N,,,ME][Ala］はより H型セルロースに近いセルロースであ

り，［Emim][CI］や［Emim][DEP］に比べ非晶領域が少ない

ことが考えられる その結果，酵素による分解性が低く

なったと考えられる

6.バイオマスのイオン液体処理

ここまでは， MCCのような純粋なセルロースを用いて

の試験であったが，最後に，資源作物であるエリアンサス

をバイオマス原料として用い，イオン液体への溶解挙動お

よび酵素分解性を評価した結果を簡単に紹介する 先ず，

イオン液体処理によってバイオマスがどのように変化する

のかを確認するために， ［Emim］系イオン液体を用いて

120℃におけるイオン液体への溶解挙動を偏光顕微鏡で観

察した （図6). 処理前はリグニンやへミセルロースなどに

よってセルロースが覆われているため，セルロースに起因

する偏光面が観察されないが いずれのイオン液体におい



あった．回収できなかった成分の多くは，リグニンおよび

ヘミセルロース（キシラン）であり，こうした成分の分画

にもイオン液体の利用が可能で、ある．回収した固体成分に

対する市販酵素製剤（AccelleraseRDUET）による分解性を

評価した結呆， 24時間後のセルロース分解率は 30分のイ

オン液体処理でも 70%, 90分処理以降では 90%に達した

（図 7）.これらのことから，バイオマス糖化における前処

理としての利用においては，必ずしもバイオマス成分の完

全溶解を行う必要はなく，むしろへミルロースやリグニン

の溶解性や，セルロースの結晶性を低下させる能力などの

点から用いるイオン液体を選択することが重要であると考

えられる

第 1号（2017)第7巻応用糖質科学

おわりに

本稿では，近年セルロース溶剤として様々な分野で注目

されているイオン液体を用いたセルロースの溶解と再生セ

ルロースの酵素分解性について 筆者らが行った研究の一

部について紹介した 図8にその概要を示したが，イオン

液体は結晶性の高いI型セルロースを容易に溶かすことが

可能であり，また，再析出させることも可能で、ある この

際，イオン液体の種類によって再生セルロースの構造，特

に結晶性への影響が大きく現れたことから，再生セルロー

スの用途に応じて使用するイオン液体を選択することが大

事である また，再生セルロースの構造は，イオン液体の

種類以外にふ貧溶媒の種類や添加方法などの析出条件に

よっても変わってくる と考えられる 今後はこうした点に

ついても検討を行っていこうと考えている

7. 

ても処理時間とともに偏光面が露出した 180分後の

[Emim][Cl］および［Emim][DEP］処理のようすは，アルカ

リ処理を行った場合と類似しており，束になっているセル

ロースミクロフィブリルの束を崩すことなく，リグニンや

ヘミセルロースが取り除かれている 一方， ［Emim][OAc]

処理の場合，セルロース表面の露出だけにとどまらず，セ

ルロースミクロフイプリルの束がぱらけるような現象が観

察された

次に， ［Emim][OAc］を用いてエリアンサスを処理し

その酵素糖化性を調べた．今回使用した未処理エリアンサ

ス中には，セルロース，へミセルロース，リグニンがそれ

ぞれ， 37, 26, 23%含まれていた．バイオマス中にはセ

ルロース以外の成分も多く含まれており， MCCのような

純セルロースとは異なり，完全に溶解させることは困難で

ある．本試験においても，［Emim][OAc］に対して 3wt%エ

リアンサス粉末を添加し 120℃ 最長300時間の反応を

行ったが，完全に溶解させることはできなかった. 30, 

90, 300分後におけるイオン液体に溶解しなかった不溶性

残誼は，それぞれ80,70, 28%であった そこで，反応

系に脱イオン水を添加させることでイオン液体中に溶解し

た成分を再析出させると同時に，不溶性残濯も団体成分と

して同時に回収した．この際 固形分として回収できたも

のは 30, 90, 300分処理で＼それぞれ86,
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