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研究成果の概要（和文）：木材腐朽菌は、自然界において、木質成分の主要な分解者である。特に難分解性のリ
グニンの分解機構は重要な課題である。これまでリグニン分解酵素、メディエータｰによる研究、分解化合物の
同定による研究が行われてきた。しかしながら、木材腐朽菌が木質成分を分解するアクティビティーをリアルタ
イムにモニタリングする手段は限られていた。本研究では分解時に生じる微弱なバイオフォトンを可視化、イメ
ージングし、経時的に追跡した。また生分解時に生じる二次代謝産物について分光学的解析を行った。このよう
に、本研究は木材腐朽菌による木質成分の分解機構を動的に捉える新しい展開につながった。

研究成果の概要（英文）：Wood-rotting fungi are the major decomposers of wood components in nature. 
Especially the decomposition mechanism of persistent lignin is a critical issue. Previous studies 
about lignin-degrading enzymes, mediators, and the identification of degraded compounds have been 
conducted. However, it is hard to monitor the real activity of wood-rotting fungi in site. In this 
study, we visualized weak biophotons and imaged the time course behavior of fungi. Spectroscopic 
analysis was also performed on secondary metabolites produced during the biodegradation. This 
research paves the way to a new development that dynamically observes the degradation mechanism of 
wood components by wood-rotting fungi.

研究分野： 木質生分解学
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１．研究開始当初の背景 
 

自然界において木質の分解は木材腐朽菌が

担っている。特に難分解性の芳香族天然高分

子であるリグニンの主要な分解者は白色腐

朽性の担子菌類である。これまで木材腐朽菌

のリグニン生分解機構の解析は、リグニン分

解酵素の反応・機能解析を中心に行われてき

た。分子レベルの理解については、基質とし

てリグニンモデル化合物あるいは抽出リグ

ニンを用いた研究が多く行われている。一方

で木材そのものを基質とした場合、リグニン

分解酵素のみでは必ずしも分解活性が高く

ないことが知られている。研究代表者らは菌

体外に分泌する二次代謝物の役割について

も研究を進め、菌体外二次代謝物の過酸化反

応を介したリグニン分解系を提案している。

木材そのものを用いたリグニン分解機構に

関する研究は、基質の重量減少、木質組成の

変化、分解生成物の分析が多く行われてきた。

しかしながら、木材腐朽菌そのものが木質を

生分解する現場を可視化する手段がないた

め、微生物自体がどのようなタイミングで分

解しているのか、分解アクティビティーにお

ける局在性の有無を観測することは困難で

あった。そこで本研究課題では、木質分解時

に生じる微弱な化学発光を可視化、イメージ

ングし、十分に解明されていないバイオフォ

トンを捉えること、またその分子種を質量分

析法や NMR 法によって解析することを目的

とした。 

 バイオフォトン(生物フォトン)は、一般に

生物による代謝や生化学反応により生じる

ため、検出には外部エネルギーによる励起は

必要ない。この微弱な化学発光は光電子増倍

管(PMT)を検出器としたフォトンカウンティ

ング法によって捉えることができる。バイオ

フォトンは生物発光（bioluminescence）と呼

ばれる現象であり、生化学反応によるエネル

ギーにより分子が励起状態となり、これが基

底状態に戻る際に生じるフォトン(光子)に由

来する場合と、励起分子からのエネルギーに

よって共存する蛍光分子等が励起され、この

分子が基底状態に戻る際に生じるフォトン

(光子) に由来して発光する場合がある。 

 木質の生分解とバイオフォトン生成に関

する知見は少ないが、バイオフォトンの観察

実験系を確立し、分解時に生じる菌体外代謝

物の分析と合わせて木材腐朽機構に関する

新しい知見を得ることを目的とする。  

 

２．研究の目的 

自然界における主な木材分解者である木材

腐朽菌のリグニン分解機構に関する基礎知

見について、生分解の現場の観察とその現場

にある分子種の同定を目的として、バイオフ

ォトンイメージングによる生分解活動の実

時間モニタリング、質量分析法や NMR 法に

よる生分解の現場で生じる分子種分析を行

う。これにより、木質の生分解過程を観測、

理解する新しい方法論を提案する。 

 

３．研究の方法 

木材腐朽菌として、白色腐朽菌、選択的白色

腐朽菌、褐色腐朽菌から代表的な菌種を選ん

だ 。 具 体 的 に は 白 色 腐 朽 菌 と し て 、

Schizophyllum commune (スエヒロタケ )、

Pleurotus ostreatus (ヒラタケ)、Phanerochaete 

chrysosporium (マクカワタケ属)、Ceriporiopsis 

subvermispora (セルロースを残してリグニン

を高選択的に分解する選択的白色腐朽菌)、褐

色腐朽菌として Gloeophyllum trabeum (キチ

リメンタケ) を用いた。 

 測定用の寒天培地を作製し、これにブナ木

片を設置した。この培地上に木材腐朽菌を接

種し、培養を行った。培養中に経時的に可視

光、化学発光イメージング(フォトンカウンテ

ィング)を行い、データを取得した。 

それぞれの菌株の他、2 種の菌株の対峙培養

を行い、バイオフォトン生成について観測デ



ータを取得した。バイオフォトンの起源につ

いて考察をすすめるため、脂質過酸化反応に

ついて蛍光トラップ法を組み合わせたイメ

ージング、分泌二次代謝物について LC-MS, イ

ンフュージョン高分解能質量分析による構

造解析を行った。一部の代謝物については精

製後 NMR による構造解析を行った。特徴的

な脂質代謝物の酸化・過酸化反応がバイオフ

ォトン生成に寄与している可能性が考えら

れた。そこで、安定同位体 (13C 標識グルコー

ス) を炭素源として培養を行い、標識二次代

謝物を抽出、精製することで 13C 標識代謝物

を得た。これを木質分解培地に添加し、経時

的な変化を NMR 法 (2D-HSQC) により解析し

た。 

 

４．研究成果 

木材腐朽菌を培養プレート上において木板

とともに培養し経時的な変化をバイオフォ

トン検出によるフォトンイメージングによ

り取得した。この際、測定条件、温度調整な

どを行い安定した条件で観測を行ったが、温

調により生じるアーティファクトの影響が

あったため、これを回避する条件検討を行い

実施した。連続的な観測により腐朽過程に伴

う腐朽菌のアクティビティをバイオフォト

ン検出によって可視化することができた。フ

ォトンの減衰要因としては検出器までの距

離、容器、温度のほか微少な水滴も寄与して

いることがわかった。 

 腐朽過程におけるバイオフォトンイメー

ジングの連続的な取得を行う一方で、菌体外

代謝物、木質構成成分の構造変化を LC-MS, 

NMR を用いて分析した。さらに、質量分析法

によるマスイオン検出によるケミカルマッ

ピングによる観測手法について条件検討を

進め、リグニン分子のオリゴマー断片の検出

に成功したことから、木質内分子の局在解析

への展望が見えてきたと考えている。以上に

より、木質生分解反応における多面的な知見

と鍵因子の探索ツールとしての有効性につ

いて検討を行った。 

 バイオフォトンイメージングでは 2 週間に

わたる培養を連続的に可視光およびバイオ

フォトンイメージングし、連続的な動画とし

て取得することに成功した。木材腐朽菌の種

類によって化学発光量が異なること、腐朽の

フェーズによって発光位置が異なること、ま

たある種のリズムが生じていることを見出

した。 

 今回の測定条件においては、微生物細胞の

一次代謝活動そのものによるバイオフォト

ン生成は菌体外における反応と比べて微弱

であった。このことから本研究において観測

されたバイオフォトンの起源として以下が

考えられる。 

 1) 菌体外の酸化・過酸化酵素により反応し

た基質が励起され、これが基底状態に戻る際

に生じた。基質としてはフェノール性化合物、

リグニン分解物、脂質などが考えられる。 

 2 )励起された基質との反応により、芳香族

性リグニン分子が励起され、これが基底状態

に戻る際に生じた。 

 3) 脂質代謝物の連鎖的ラジカル生成機構

(リピッドペルオキシデーション) により生

じた。 

 これらの起源を分析するため、高分解能質

量分析法による分泌代謝物の分析を行った。 

 安定同位体標識法を用いて培養すること

により、菌糸体や菌二次代謝物由来の成分と

リグニン由来の成分を区別することが容易

になる。この手法により得られた二次代謝物

について精密質量分析と NMR 法による解析

を行った。その結果、菌体外代謝物への安定

同位体の取り込みが見られ、精密質量分析お

よび CID によるプロダクトイオンスペクトル

分析(MS/MS 分析)により解析を行った。また、

安定同位体標識培地を用いて培養後の菌体

外低分子代謝物のプロダクトイオンスペク

トル解析を行うことで生合成、代謝、分解に



関する知見が得られた。また安定同位体標識

脂質代謝物を独自に別途調製し、これを培養

系に添加し、NMR 法 (2D HSQC 法) により標

識代謝物の構造変化、動態観測を行い、培養

過程における酸化反応を捉えることに成功

した。 
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