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シロアリ腸内細菌群 (複合生物系)によるクラフトパルプの漂白を目指 して,ま ず最初に各種

シロアリの リグエン分解力を測定 した。検討に用いた 7種のシロアリのうち,アマ ミキアシンロ

アリ,タ カサゴシロアリ,イ エシロアリにおいて高いβ-0-4型 リグニンモデル化合物分解活性が

観察された。コニフェリルアルコールより調製されたオ リゴマーの分解実験を行ったところ,オ
オシロアリではオリゴマーの酸化のみが観察 され イエシロアリでは顕著な変化は観察されなか

った。

1.結 言

Recelved March 23, 1999,accepted Aun 13,

1999 本研究の一部は第48回 日本木材学会大会

(1998年 4月 ,静岡)において発表した。

静岡大学農学部 F震口ty Of Agrlcu■ ure,ShttЮka

Uiv∝Sty,Shiaoka 422-8529

メルシャン佛 Mercian cOrp"Fulisawa 251 0057
工業技術院生命工学工業技術研究所 Na●onal

htltute of BioscL■ F and Hunlan Technology・

Agency of lndustrlal Scimce and TttOlogy,

Ts・ukuba 305-8566

現在のクラフトパルプの漂白には,塩素,次亜塩

素酸塩 二酸化塩素などの塩素系薬剤が用いられて

いる。このため,その廃液は腐食性や塩化物の蓄積

をきたすため,濃縮・燃焼に適さず,活性汚泥や凝

集沈殿などの処理を経て排出されている。また塩素

系漂白工程に生じる毒性,変異原性及び発ガン性物

質が注目され1ヽ
特に最近は塩素化ダイオキシンのや

クロロホルムゆの生成が問題視されており,塩素系

漂白に代わる漂白法の開発が急がれている。そのひ
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とつとして自色腐朽菌が持っリグニン分解能を利用

して,薇4核rlの もしくはその酵素111"に よるクラ

フトパルプの漂白法の研究がなされている。しかし

ながら,自色腐朽菌による漂白法において十分な自

色度を得るには菌処理期間が数日に及び,また自色

腐朽菌は糖加水分解酵素を分泌するため,多かれ少

なかれセルロース繊維がダメージを受けるなど問題

点も多い。また自色腐朽菌の分泌する酵素による漂

白では,24時間で自色化が観察されるものの,酵素

が高価なため,実用性に乏しい。そこで,自色腐朽

菌に代わる微生物漂白法の開発が望まれる。

自然界の多くの生物は生物と生物が深 く相互に関

与し,多様な相互関係を維持しながら共存した複合

生物系を形成しているにも関わらず,単一生物を対

象とした従来のパイオ技術では,取 り扱い可能な生

物種が微生物の場合01%未満と言われている。それ

は,複合生物系を取り扱う技術がないためであり,

数多くの生物資源が未利用のまま残されているから

である。複合生物系のユニークなモデルの一つがシ

ロアリ・ カミキリムシ等の食材性昆虫である。

シロアリは熱帯地方で非常に繁栄している生物の

一つであり,植物遺体 (リ ター)のバイオリサイク

ルに関係する重要な昆虫である。シロアリは後腸に

多様な原生生物,パクテリアを共生させ,リ ターの

分解,窒素源の確保など他の生物に見られない機能

を有しているI。。シロアリによる木材分解の研究は,

主としてセルロース分解について検討が数多く行わ

れており,シロアリ由来のセルラーゼ15),ま た後腸に

存在する原生動物によリセルロースは分解される|

考えられている1●。一方,シ ロアリによるリグニン分

解についていくつか報告がなされている。一般的に

下等シロアリはあまリリグニンを分解できないが,

高等シロアリはリグニンをある程度まで分解できる

と言われている10。 Cooksmら は,高等シロアリで

あるN"励彬解
“
傷
“"(Hill),下

等シロアリで

ある Cap"″%の ααttι 7/●物 お (Froggatt),M6‐

わな  励 れ″触  Froggattを 用いて,14c_

DHPの分解を検討したところ,a″ ,物のo物た,

″ ″物れJの駄 より圧
“
滋 盗̈ において多 くの

無機化が観察されたことを報告している1つ。また

Butlerら も江 ″漏
“"を

用いて,1`C―DHPの解

を観察している1り。一方,Kyouら は,下等シロアリ

である Cのあ勧 6カ¨ る Shrakiを 用いて

Milled wOOd‐ littdnを処理し,その時の腸内微生物

層を観察している1"。 また各種シロアリによるリグ

ニン類似化合物であるフェニルプロパノイドや安息

香酸の無機化も報告されている20.2つ 。っまり,シ ロア

りは若干ではあるがリグニン分解能を有しており,

その分解には腸内微生物が大きく関与していること

が推定される。これらのリグニン分解性腸内微生物

群を単離・培養・安定供給が可能となれ,∴ 紙・パ

ルプ産業において塩素に代わる漂白法の一つとなる

可能性がある。そこで今回は,シロアリ腸内細菌群

(複合生物系)に よるクラフトパルプの漂白を行う第

一歩として,国内産 7種のシロアリのリグニンモデ

ル分解力を調査した。

2.実  験

2.1シロアリ

供試シロアリとして,オオシロアリ(助あ″物 の‐

Sお ″ ο協餡 HOlmgren),コ ウシュンシロアリ

0厖ο″物6カい物 οるな(Shiraki)),ヤ マトシロア

リ Cン″
“

湖″
"^ψ

″
"る

(Kolbe)),ヤ エヤマヤ

マトシロアリ (¨
^ψ

″́膝 ″郷物物餐

Morimoto),ア マミキアシシロアリ(R´肱%協グ″餐

Лり物 S 物 ″滋翅熔 M“ moto),イ エシロアリ

(C″あ物 力劉
"W″

浴 Shiraki),タ カサゴシロ

アリ 0躊漏滋密 ¨ ´
“
駄 (ShiraH))の職

蟻を使用した。オオシロアリは鹿児島県屋久島より,

コウシュンシロアリ,ヤエヤマヤマトシロアリ,イ
エシロアリ,タ カサゴシロアリは沖縄県西表島より,

アマミキアシンロアリは鹿児島県徳之島より,また

ヤマトシロアリは茨城県つくば市内においてコロニ

ーを採取し,それぞれ工業技術院生命工学工業技術

研究所内 (茨城県つくば市)にて飼育しているもの

を使用した。実験に使用するシロアリは,シロアリ

の重量をそろえて飼育系に入れた。オオシロアリ1

頭,コ ウシュンシロアリ4頭,ヤマトシロアリ20頭 ,

ヤエヤマヤマトシロアリ20頭,アマミキアシシロア

リ20頭,イ エンロアリ13頭,タ カサゴシロアリ10頭

をそれぞれ飼育系に添加した。

2.2 翻

Hortlingら は,ク ラフトパルプ残留リグニンはカ

ルボエル基が増大していることを報告している3か。

そこで緒言でも述べたように,シロアリ腸内細菌群

によるクラフトパルプの漂白(残留リグニンの知

を目的に,α 位にカルボニル基を有し,ま た,飼育

系にクラフトパルプを用いるため,パルプ残留リグ

ニンより生じる分解生成物と区別するため,B環に

4メ チルウンベリフェロンを有するβ-04型 リグ

ニンモデル化合物 substrate I(1(40-ベ ンジルグ

アイアシル)3ヒ ドロキシ 2(4メ チルウンベリフ

ェリル)プロパノン)23)及 びコニフェリルアルコー

ルより調製したオリゴマー2● を使用した。
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2.3 飼青系

各種リグニンモデル化合物の投与は,各種 リグニ

ンモデル化合物を溶解させた有機溶媒300 μl(β-0-

4型 リグニンモデル化合物ではクロロホルム,コ ニ

フェリルアルコールオリゴマーではメタノール)を

含浸させ,風乾した未晒クラフトパルプシート (直

径26∞ュ:10 mg)を 使用した。substrate lに つい

ては 5″ mol,コ ニフェリルアルコールオリゴマーに

ついては2 mgをパルプシートに合浸させた。シャ

ーン (直径3 7cm)に ,50″1の蒸留水及び各種リグ

ニンモデル化合物を含む未晒クラフトパルプシート

を添加し, これに上記のシロアリを入れ,所定期間

25°Cで飼育した。また,パルプシートが乾燥した場

合は,さ らに50″1の蒸留水を添加した。substrate I

Iの場合 1週間,コ ニフェリルアルコールオリゴマー

の場合は20日 間,それぞれのシロアリを飼育した

(n=2)。 コニフェリルアルコールオリゴマーの分解

実験には,オオシロアリとイエシロアリを使用し,

コントロールとして,コ ニフェリルアルコールオリ

ゴマーをパルプシートに合浸させ,25° Cで20日 間イ

ンキュベートしたものを使用した。

2.4 づ引析

飼育後,シロアリ・パルプシート・ シロアリ排泄

物共々水を用いて超音波により破砕し (600W,1
min),substrate I分解実験では,こ れに酢酸エチル

を添加して,代謝物を抽出した。酢酸=サ
ル層は濃

縮・乾固後,ガスクロマ トグラフィーによりB環由

来の 4メ チルウンベリフェロン (MUF;保持時間

453分 )を定量した。ガスクロマ トグラム測定には,

GC-14A(島津製作所)を ,カ ラムはTC-17(Length:

30m, ID : 0 25 mm, Film thickness: 0 25μ m,

島津製作所)を使用した。キャリアーガスには窒素

を使用し,ス プリツト比は1/40,イ ンジェクション

温度,ディテクター温度はともに280° Cで行つた。カ

ラム温度は120°Cで 3分間保持 した後,280°Cま で

JC/minの速度で昇温し,28『Cで 10分間保持した。

コニフェリルアルコールオリゴマー分解実験では,

シロアリ・パルプシー ト・シロアリ排泄物共々N,N
―ジメチルホルムアミド(DMF)を用いて超音波によ

り破砕し(600W,l min),遠 心分離(3000 rpm,10

min)に より固形物を除き,上澄み液をグル濾過クロ

マ トグラフィーにより分析した。高速液体クロマト

グラム測定には,Alliance 2690(Waters),検出部

にはVraters 996 Photodiode Array Detector

(Waters)を,カ ラムにはTSKgel G3000DVxL(東

ソー株式会社)を使用した。溶離液は50%DMF水溶

液を使用し,流速は l m1/mmで分析 (室温)し た。

またパルプシート摂取率は,飼育前のパルプシー

トの絶乾重量と,飼育後のパルプシートの絶乾重量

より求めた。

3. 結果及び考察

3.1各種シロアリによるβ-0-4型 リグニンモデル

化合物の分解

シロアリ腸内微生物群 (複合生物系)によるクラ

フトパルプの漂白を行う予備段階として, リグニン

分解力に優れたシロアリの選抜を試みた。

今回リグニン分解力の指標 として,Flg lに 示し

た substrate Iを 用いて,分解に伴い生成すると思わ

substrate I
ng l  A lignln model compound used in this study

R.tEt dt *,WpMrBL
ttutlb^e ,r.tdtt

Nat t d 
'iaerrul,

Corht ,tM

,.d.atu fro rr.rdu Pqanaut
N.turzth@lt
Eodot ttu tbJard,,r

Fig.2. Degradation of
mites.
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れるB環出来のMUFを定量した。Fig 2に 各種シ

ロアリにより1週間処理されたwbsttate Iよ り生

成したMUF量を示す。 1週間で 5～13%の MUF
が観察された。

今回の検討において,シロアリ間でリグニンモデ

ル化合物含有パルプシート摂取速度に違いが認めら

れ (Table l),実 際の分解率 (シ ロアリ体内に取 り

込まれて分解された量)は ,このシート摂取率で補

正することにより算出可能になると思われたので,

各種シロアリのパルプシート摂取率を求め,こ の値

で stlbstrate l分解率を補正した値をFlg 3に 示す。

このように,シロアリ体内に取り込まれたモデルの

量を分母に分解率を算出すると,アマミキアシシロ

アリ,タ カサゴシロアリ,イ エシロアリにおいて高

い分解活性が観察された。これまでの報告1610で

は,高等シロアリは下等シロアリよリリグニン分解

能に優れているという知見があるが,今回のモデル

実験では下等シロアリであるアマミキアシシロアリ

及びイエシロアリでも高い分解率が観察された。

Kyouら は,イ エシロアリに耐 1led‐wood lttinを

投与し,そ の時の腸内の様子を観察しており,小型

及び大型の原生動物では観察されなかった milled

wood ligninの 取 り込 みが,中 型 の原 生 動 物

乃 わ″寝姥αあ 滋物 ππj Koidzumiに おいて取

り込みを観察している1ゆ。このように,腸内に原生動

Table l Degradatlon rate of pttlpまFet by various

termib

Species D鴛
瞥

n

Reticlalitefines flaoicebs amanliensis
Reticulitenws sbetut s
Nasutitetmes ta*asagoen sis
Cohtotennes fonhosanus
Retia itennes fieroh.as yaewtnan s
Neo tetmps ko s hunc. n sis
Hodotennorsis j@onha

物を共生させている下等シロアリでも,圧 滋物 ″‐

″
'の

ような原生動物がリグニンの分解に関与して

いることが予想される。

3.2シロアリのよるコニフェリルアルコールオリゴ

マーの分解

Fig 3の 結果において,stlbstrate Iの分解に優れ

ていたイエシロアリ,及びさほど分解率が高くなか

ったオオンロアリを用いて,コニフェリルアルコー

ルオリゴマー (3～ 5量体)の分解実験を行った。

今回,リ グニン構造の変化を調査するため,検出部

にPhotodode Array Detectorを 使用し,各溶出部

のスペクトル変化を主として観察した。Fig 4に オ

オシロアリの結果を示すが,シロアリ未処理のコニ

フェリルアルコールオリゴマーと比較して,処理後

のコニフェリルアルコールオリゴマーは12分台に溶

出する画分の280 nmの吸収が増大していた。しかし

ながら,コ ニフェリルアルコールオリゴマーの低分

子化は観察されなかった。つまり,オオンロアリで

はリグニンの変質 (酸化)のみが起こったものと思

われる。どのような酸化が起こったか不明ではある

が,処理後のコニフェリルアルコールオリゴマーは

濃色化していたことから,共役系が延長するような

Tl4(Dh)

Fig.4. A gel permeation chromatogmm oI an
oligomer prepared from coniferyl alcohol
treated by H. jabonica.
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反応 (キ ノン,α―カルボニルの形成等)が起こった

と予想される。一方,イ エシロアリでは (Fig 5),

12分台に溶出する画分の吸収が全体的に小さくなっ

ていたにも関わらず,低分子化は観察されず,一部

若干の高分子化が観察された。Kyouら は,イ エシロ

アリによるリグニン骨格の大きな変化は生じないと

報告しており"),今回も同様にイエシロアリでは高

分子リグニンの分解はさほど起こらないものと考察

される。
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