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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な生物活性を有するリグニンをin vitroで人工的に合成し、その活
性構造、化合物を明らかにすることで、リグニンの有する生物活性が発現する機序解明を目的とした。リグニン
様重合物を産生可能なCWPO-Cの組換えタンパクを用いて作製した重合産物はSuperoxide dismutase（SOD）様活
性を有することが分かった。さらに、狭義に活性酸素とされている「一重項酸素」、「スーパーオキサイド」、
「過酸化水素」、「ヒドロキシラジカル」の4種類の消去能を測定したところ、全ての活性酸素種の消去能を持
つことが示され、生物活性のうち、少なくとも抗酸化活性を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Lignins with various bioactivities will be artificially synthesized in vitro
 and their active structures and compounds will be elucidated to examine the mechanisms of lignin 
bioactivity expression. It was found that the polymerization product produced by using recombinant 
protein of CWPO-C, which can produce lignin-like polymerization, has superoxide dismutase (SOD)-like
 activity. Furthermore, when the scavenging capacity of four types of reactive oxygen species 
narrowly defined as “singlet oxygen,” “superoxide,” “hydrogen peroxide,” and “hydroxyl 
radical” was measured, it was shown to have the ability to scavenge all reactive oxygen species, 
indicating that it has at least antioxidant activity among the biological activities.

研究分野： 木質科学

キーワード： 植物ペルオキシダーゼ　リグニン　抗酸化活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者はこれまでにリグニン重合に関与する植物ペルオキシダーゼを同定し、それら組み換えタンパクを用
いて、リグニンモノマーから天然リグニンと分子量分布が似たリグニン様ポリマー/オリゴマーの合成に世界で
初めて成功している。本研究によって、当該ポリマー/オリゴマーが抗酸化活性を有することが明らかとなり、
リグニン様ポリマーの生物活性を解析することで天然リグニンの有する抗酸化活性の正体を追求するアプローチ
の有効性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
工業リグニンのいくつかの画分では、抗糖尿病、肥満制御、抗菌活性、抗凝血、抗肺気腫とい

った生物活性が報告されており（表 1. Vinardell et al. 2017, Int. J. Mol. Sci）、その活性
を活用したヘルスケア分野での用途が期待されている。さらに研究分担者の堤らは、アルカリリ
グニンから抗がん活性等の「複数種の生物活性
を有する新奇活性画分」の分離法を発見した
（特願 2018-85578）。 
一方で、リグニンのヘルスケア分野、特にが

ん治療など医療における利用方法を提案、確立
するためには、リグニンの生物活性が発現する
機序解明が必須となるが、これまで報告のある
生物活性はいずれも混合物のものであり、その
解明は困難となっている。リグニンの生物活性
の要因となる活性構造、化合物の同定は、機序
解明に向けた突破口となるため極めて重要と
なる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、リグニンの有する生物活性の要因となっている化合物、構造を同定し、ヘル

スケア分野におけるリグニンの活用方法を提案することである。 
工業リグニンを起点とした従来のアプローチでは、「リグニン調製において、バッチごとにリ

グニンソースが異なる、あるいは不特定に混合されていること」、さらに「リグニン抽出過程に
おける変性・修飾による構造の複雑化」が、活性化合物の同定の妨げとなっている。 
申請者はこれまでに4種のリグニン重合に関与するペルオキシダーゼ（CWPO-C, AtPrx2, AtPrx 

25, AtPrx 71）を同定し、それら組み換えタンパクを用いて、リグニンモノマーから天然リグニ
ンと分子量分布が似たリグニン様ポリマー/オリゴマー（リグニン様重合物）の合成に世界で初
めて成功した（Shigeto et al. 2019, Holzforschung）。リグニン様重合物の作製においては、
重合に用いるモノマーの種類およびペルオキシダーゼの種類と濃度によって重合産物の分子量
分布は異なるが、反応条件が一定の場合、得られる産物は規則的となる。また、変性過程も含ま
ず、化学修飾の有無も制御可能であるため、工業リグニンを起点としたアプローチにおける障壁
を回避することができる。 
本研究によって得られた活性構造やその作製方法等の知見によって、「様々な生物活性をもつ

リグニン様重合物の作製法、大量製造法」が確立され、「リグニンのもつ生物活性発現機序の全
容解明」、「（本研究で同定された化合物をリード化合物とした）医薬品開発」への展開が期待で
きる。さらに「食品、サプリメント開発」、「工業リグニンの活用法の確立」への展開も期待され
る。 
 
３．研究の方法 
（1）リグニン様重合物の作製条件の検討 
リグニン重合反応は植物ペルオキシダーゼによって酸化された S 型/G 型モノマーとリグニン

ポリマーとのラジカルカップリング反応によって進行する。申請者らが独自に同定し、作製法を
確立した 4種の「リグニン重合ペルオキシダーゼ」を用いることで、Sおよび G 型リグニンモノ
マーを重合させた「リグニン様重合物」を作製することができる。まずは、組換え CWPO-C（rCWPO-
C）を用いた重合産物の作製条件を検討した。50 mM Tris-HCl pH7.5、2 mM H2O2の反応液に、10 
mM S 型もしくは G型リグニンモノマー、64 nM もしくは 128 nM の rCWPO-C を混合し、30℃で 2
時間反応させた。反応後、15,000 g で 10 分遠心し、上清を捨てて超純水を加えよく混合洗浄し
た後、遠心、洗浄を繰り返し、乾燥後重量を測定した。反応液の容量は、1.5 ml および 10 ml で
行った。以降の試験に使用しない重合産物は-80℃で保存した。 
 

（2）Superoxide dismutase（SOD）様活性測定 
作製した重合産物にも工業リグニン同様、様々な生物活性があることが期待できる。そこで、

本研究では、まず、抗酸化活性能の有無を、Superoxide dismutase（SOD）様活性測定を行うこ
とで検討した。SOD は、スーパーオキサイドアニオンを過酸化水素と酸素分子へ不均化する反応
を触媒する酵素で、最も重要な抗酸化酵素の一つである。反応には、SOD Assay Kit–WST（Dojindo, 
Japan）を用い、IC50 を求めた。重合物は、10 ㎎/ml もしくは、25 mg/ml になるように DMSO に
溶解し、反応サンプル溶液中の DMSO 濃度が 5％以下になるように添付の Dilution buffer で希
釈して試験に用いた。 
 

（3）各種活性酸素消去能の測定 

表1. 天然リグニン由来の生物活性

化合物（フラクション） 生物活性 リファレンス

アルカリリグニン 抗糖尿病 Barapatre et al. 2015

リグノスルホン酸 抗糖尿病 Hasegawa et al. 2015

リグノフェノール 肥満制御
Norikura et al. 2010
Sato et al. 2009

リグノスルホン酸 抗ヘルペスV.
Andrei et al. 2011
Gordts et al. 2015

リグニン-炭化水素複合体 抗ヘルペスV.
Lee et al. 2011,
Thakkar et al. 2011

硫酸化低分子リグニン 抗血液凝固
Henry et al. 2014
Mehta et al. 2016

硫酸化低分子リグニン 抗肺気腫 Saluja et al. 2013

低分子リグニン 抗 C 型肝炎V.Yagi, 2014



活性酸素は狭義には、「一重項酸素」、「スーパーオキサイド」、「過酸化水素」、「ヒドロキシラ
ジカル」の 4種類とされている。そこで、SOD 様活性があることが認められた重合産物を用いて、
これら 4 種の活性酸素それぞれの消去能について検討した。測定には、Antioxidant Capacity 
Assay Kit（Sakulabscience, Japan）を用い、IC50 を求めた。重合物は、10 ㎎/ml になるよう
に DMSO に溶解し、Kit のプロトコルに従って希釈し試験に用いた。 
 

（4）重合産物からの活性本体精製準備 
本研究で得られた重合産物は、混合物であると推測される。そこで、重合産物を、DMSO への

溶解度の違いによって分画し、各々の画分の SOD 様活性測定を行った。DMSO の濃度は、5％、
10％、20％、50％、80％、99％の 6 点に設定した。SOD 活性測定に用いるサンプル溶液中の DMSO
濃度は 5％以下にする必要があるため、各画分を分画後も、（実際には、一定量溶出して同じ重
量は残っていないと考えられるが）同じ量の乾燥重合物が残っていると仮定し、5％DMSO 濃度に
なるように希釈した際に同じ重合物濃度になるように、各濃度の DMSO 液を加え分画した。具体
的には、重合物が 1 mg/ml になるように 5％DMSO を加えてミキサーで 10 分間混合し、15,000 g
で 10 分遠心後、上清を 5％DMSO 画分とした。残った沈殿に、2 mg/ml になるように 10％DMSO を
加え、5％DMSO 画分と同様にミキサーで混合、遠心して上清を 10％DMSO 画分とした。同様に、
20％DMSO は、4 ㎎/ml になるように、50％DMSO は、10 mg/ml になるように、80％DMSO は、16 
mg/ml になるように、99％DMSO は 20 mg/ml になるように、その前の画分を採取後の沈殿に加え、
同様に混合、遠心を行った。これらのサンプルを用いて、SOD 様活性測定は、（2）と同様に行っ
た。 
 
４．研究成果 
（1）重合産物（リグニン様重合物）の作製条件の検討 
rCWPO-C を用いた「リグニン様重合物」作製条件を検討した。S および G 型モノマーを、2 種

類の濃度（64 nM と 128 nM）の rCWPO-C と、1.5 ml と 10 ml の系で反応させた。その結果、1.5 
ml の系での方が作製効率が高く、再現性良く重合物が得られた。産物の乾燥方法について、遠
心濃縮、室温での自然乾燥、加温乾燥など検討し、室温自然乾燥が重合物を安定して回収できる
ことが分かった。rCWPO-C の濃度の違い、S 型 G型のモノマーの種類の違いによる、重合産物の
重量には有意差はなかった。 
 
（2）Superoxide dismutase（SOD）様活性測定 
（1）で作製した重合物を用いて、SOD Assay Kit–WST（Dojindo, Japan）により、Superoxide 

dismutase（SOD）様活性測定を行った。その結果、S 型モノマーを重合させた重合産物（64 nM
と 128 nM の rCWPO-C で重合させたどちらも）で、検出可能な SOD 様活性を測定することができ
た。G型モノマーを重合させた重合産物においても、コントロールと比較すると活性があること
は確認できたが、定量することは不可能であった。 
 

（3）各種活性酸素消去能の測定 
活性酸素は狭義には、「一重項酸素」、「スーパーオキサイド」、「過酸化水素」、「ヒドロキシラ

ジカル」の 4種類とされており、生体内で、細菌やウイルス等の外敵を破壊すること、シグナル
因子として機能することが知られている一方で、過剰な活性酸素は、細胞に損傷を与え、ガンや
生活習慣病、老化などの原因となる。各活性酸素種の性質は異なり、「一重項酸素」および「ヒ
ドロキシラジカル」は不安定なものの反応性が高く細胞内では酸化損傷の主要因である。一方、
「スーパーオキサイド」および「過酸化水素」は反応性は低いものの安定性は高いことから生体
内で長時間留まり、金属イオンや紫外線刺激により「ヒドロキシラジカル」生成の原因となって
いる。生体での発生組織はさまざまで「一重項酸素」は主に光の関与する皮膚で、他の活性酸素
種は呼吸や代謝、炎症過程で発生する。そこで、SOD 様活性があることが認められた S型モノマ
ー重合産物を用いて、これら 4 種の活性酸素それぞれの消去能について、Antioxidant Capacity 
Assay Kit（Sakulabscience, Japan）により、検討した。その結果および、Sakulabscience が
公表している代表的抗酸化物質の IC50 の値を表 2に示した。 
 



 
 
以上の結果から、本研究において、S型モノマーを rCWPO-C を用いて重合させることで得られ

た重合産物は、少なくとも抗酸化活性を有することが明らかとなった。また、4種の活性酸素種
全てに対して消去能を持つことが示された。 
 
（4）重合産物からの活性本体精製準備 
（3）で、本研究で得られた重合産物は抗酸化活性を有すること、4 種の活性酸素全てに対し

て消去能を持つことが明らかとなったが、得られた重合産物は混合物であり、活性本体となる化
合物を特定する必要がある。そこで、まずは、混合物を、DMSO への溶解度の違いによって分画
し、各々の画分の SOD 様活性測定を行った。DMSO の濃度は、5％、10％、20％、50％、80％、99％
の 6 点に設定した。その結果、重合反応に用いた rCWPO-C の濃度 2 種のどちらで作製した重合
産物においても、50％および 80％DMSO に溶解した画分において、検出可能な SOD 様活性を測定
することができた。それ以外の画分でも、コントロールと比較すると活性があることは確認でき
たが、IC50 値を定量することは不可能であった。各抗酸化活性をもたらす化合物の同定にはさ
らなる分画が必要であるが、本研究によってリグニン重合ペルオキシダーゼを用いたリグニン
モノマーを起点としたアプローチが、天然リグニンに含まれる生物活性を有する化合物の探索
に有効であることが示唆された。 
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