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研究成果の概要（和文）： 
選択的白色腐朽菌によるリグニン分解は菌体外における複雑な反応機構である。本研究では、

反応場である菌体外多糖マトリックスに着目し、この中に含まれるリグニン分解反応に関与し

得る酸化代謝物の探索を実施した。その結果、新規酸化代謝物の同定に成功した。In vitro 分解

反応系において非フェノール性リグニン２量体モデルの分解が見られたことから、こうした代

謝物の有効性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lignin degradation by selective white rot fungi is an extracellular complicated event. Here, we focused 
on the reaction site – extracellular glucan matrix, and screen some oxidative metabolites which could be 
involved in the reaction. As results, we succeeded in identifying the oxidative unique metabolites. In 
vitro degradation of a non-phenolic β-O-4 lignin model dimer was observed in the biomimetic reaction, 
suggesting that the efficacy of these metabolites. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
地球温暖化、環境汚染、資源枯渇といった地

球規模の重大な問題に対処するためには、化

石資源の大量消費に依存した社会から、持続

可能かつカーボンニュートラルな資源を循

環利用する社会への転換が必要である。そう

した観点から木質バイオマス(木材)を効率的

に変換・利用する技術の開発が求められてい

る。木質バイオマス変換において、多糖を覆

うリグニンの分解除去は重要な課題である。

本研究では、環境負荷の小さいリグニン分解

反応系として、選択的白色腐朽菌が有するリ

グニン分解反応に着目する。選択的白色腐朽

菌はリグニンを高選択的に分解する一方、セ

ルロースの分解率が低いというユニークな
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腐朽メカニズムを有する。これは、細胞壁の

侵食なしに広範囲のリグニンを分解する、い

わば遠隔攻撃であり、その分子種の探索、同

定が腐朽メカニズム解明の鍵である。 
研究代表者らはこれまでに選択的白色腐

朽菌Ceriporiopsis subvermisporaの菌体外代謝

物について研究を行ってきた。特に代表的な

代謝物セリポリック酸について類縁体や絶

対配置などを含めた構造解析を行った。この

セリポリック酸 はセルロースを激しく分解

するフェントン反応の抑制効果があり、選択

的リグニン分解において重要な役割を担っ

ていると考えられる。しかしながら、リグニ

ン分解を担う代謝物については十分な知見

が得られていなかった。 
C. subvermispora による木材腐朽において

は、菌糸表面を覆う多糖マトリックスである 
sheath が木材細胞壁と接触する領域からリ

グニン分解が進行する現象が観察されてい

る。そこで、研究代表者は sheath 中にリグニ

ン分解に関与する代謝物として、酸化、過酸

化および被過酸化性代謝物が存在している

可能性に着目した。 
 
２．研究の目的 
 
選択的白色腐朽菌 C. subvermispora が産生す

る、酸化・過酸化代謝物およびその前駆体の

構造とその生成機構および実際のリグニン

分解反応を詳細に解析し、新しいリグニン分

解機構を提案することを目的とする。 
 
具体的には、過酸化代謝物や過酸化反応を検

出するアッセイ系の新規に確立し、これを用

いて、酸化・過酸化代謝物の探索と構造決定

を行う。新規代謝物同定は、天然物への同位

体標識法や、化学合成、in vitro 合成による標

準品との比較を行う。また、確立したアッセ

イ系を指標に過酸化反応の触媒酵素の探索

を行う。以上の知見で得られた酸化・過酸化

代謝物およびその前駆体を用いて、実際のリ

グニン分解系おける有効性を難分解性の非

フェノール性リグニン 2 量体モデル化合物を

用いて、評価することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 

(1)代謝物の探索と同定 
選択的白色腐朽菌は前培養後、木片入り培地

により 3－6 週間静置培養を行い、菌体外画

分を回収後、sheath 画分を分画し、代謝物抽

出液および粗酵素液を調製した。また、13C 同
位体標識体の調製、酸化代謝物の in vitro 合成、

前駆体となる代謝物の化学合成を行った。こ

れらの天然代謝物および合成品について、分

画後 LC/IT-TOF-MS 分析に供し、精密質量、

保持時間、MS フラグメンテーション解析を

行った。 
 

(2) 過酸化酵素および前駆体生成酵素の同

定 
過酸化活性を指標として目的酵素の精製を

行った。特に電気泳動(native-PAGE、IEF)上
で過酸化酵素の活性染色を行い、目的タンパ

ク質を消化酵素処理後 MALDI-TOF-MS 分析

に供した。また、前駆体生成酵素はゲノム情

報を元にプライマーを作成し、cDNA のクロ

ーニング、および大腸菌による異種発現を行

い、LC/ESI-MS による触媒活性分析を行った。 
 

(3) リグニン分解機構の解析 
リグニン分解機構に関しては、非フェノール

性リグニン 2 量体モデル化合物を用いて、代

謝物と分解酵素による in vitro 分解反応系を

構築し、GC/MS 分析により詳細な解析を行っ

た。 
 
４．研究成果 
 
研究代表者らはまず、菌糸表面を覆うグルカ

ン層(多糖マトリックス)である sheath に着目

した。先行研究において sheath と木材細胞二

次壁の接触面からのリグニン分解が観察さ

れていることから、sheath 画分に含まれる代

謝物および酵素の抽出を行った。その中から

リグニン分解に直接関与しうる過酸化代謝

物および被過酸化性代謝物に着目し、これを

検出するアッセイ系を開発した。アッセイ系

は簡易的には、脂質過酸化物との反応による

蛍光検出法を用い、さらに基質の酸化反応を

GC/MS 法によって評価する方法を組み合わ

せて行った。 
 次に、上記アッセイ系を用いて過酸化酵素

の同定および過酸化前駆体の探索とその生

成酵素の同定を試みた。菌体外抽出酵素画分

から、弱陰イオン交換クロマトグラフィー

(DEAE)により活性画分を取得し、これを電気

泳動(native-PAGE)上で過酸化酵素の活性染

色を行ったが十分な分離と検出感度が得ら

れなかった。そこで疎水性相互作用、静電相

互作用による HPLC による分離を行った。得

られた酵素は、トリプシン消化を行い、

MALDI-TOF-MS を用いた(PSD; MS/MS)分析

およびマスコット解析(データベース検索)に
よる同定を試みたが、標的酵素の同定には至

らなかった。 



過酸化前駆体については、13C 同位体標識

により構造決定を行い、その生成酵素を推定

し、関連文献とゲノムライブラリーを用いて

プライマーを作成し、cDNA のクローニング、

および大腸菌による異種発現を行い、

LC/ESI-MS による触媒活性分析を行った結

果、活性を確認することができた。 
酸化代謝物として、新規の酸化ジカルボン

酸代謝物であるセリポリック酸エポキシド

を見いだした。セリポリック酸エポキシドは

in vitro 合成品の LC/IT-TOF-MS 分析結果との

一致により同定した。また、13C 同位体標識

を行い、精密質量分析と MS フラグメント解

析による構造決定を行った。次に過酸化代謝

物の前駆体と予想される新規不飽和セリポ

リック酸２種を化学合成し、これが菌体外多

糖マトリックスである sheatn 中の天然代謝物

と LC/IT-TOF-MS 分析における保持時間、精

密質量、MS フラグメントが一致することか

ら、セリポリック酸 G、 H として同定した。

さらに、セリポリック酸 G、 H の過酸化反応

が本菌のマンガンペルオキシダーゼ(MnP)触
媒系を介して難分解性の非フェノール性リ

グニンモデル２量体を効果的に分解するこ

とを見出した。新規不飽和セリポリック酸 G
は分子内にアルカジエニル構造を有し、過酸

化反応開始のイニシエーターとして機能し

ていると考えられる。本反応系は常温、常圧、

水系でのリグニン分解反応であり、環境に温

和なリグニン分解系開発へ向けた重要な知

見である。本研究は、担子菌のメタボロミク

スの基盤構築に貢献するとともに、バイオマ

スの有効利用法の開発に寄与する。こうした

成果を、国内および国際学会において発表し、

2010 年フランスで開催されたリグノセルロ

ー ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 国 際 会 議 
Lignobiotech one において Poster prize を受賞

した。 
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