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環境・資源循環型リグニン素材の開発 

健康系リグニン素材 
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 タケから誘導・分離したリグノフェノールをカルボキシメチル（CM）化した。この水溶
性 CM 化リグノフェノール誘導体（CM-LPD）は、小胞体ストレスによる細胞死（アポトー
シス）に対して、高い抑制作用を示し、細胞に小胞体ストレスを与える虚血様環境下におい
て、10μMの添加濃度でアポトーシスを 90％以上抑制した。さらに、マウスの眼に小胞体ス
トレスを与え、CM-LPDを直接投与した結果、網膜神経節細胞数および網膜内網状層厚の減
少を抑制し、網膜視神経細胞の保護効果が認められた。 

 
 

1. 緒言 
自然界におけるリグニン 
 生物界・自然界では植物は、生産者として太陽
の光をエネルギー源として二酸化炭素と水から光
合成を行う。炭水化物（デンプンやセルロース）
を作り、さらに、窒素や各種ミネラルを組み合わ
せて、タンパク質や脂肪などを作り出す。植物に
よって作られるこれら栄養は、第一次消費者であ
る草食動物によって利用され、草食動物を次の第
二次、三次…消費者の動物が利用する。最終的に
生物の死骸やフンなどは、細菌、菌類などの分解
者によって分解され、生物を構成していた有機物
は、無機物と水と二酸化炭素まで分解され、ふた
たび生産者に利用される日まで自然の中を循環す
る。このような物質循環が自然界には食物連鎖と
して存在している。生物間では捕食、被食の関係
の中で、生物は種を維持するためにお互い共生し
なければならない。共生できなければ、バランス
が崩れ、自然淘汰される。 
 植物、特に高度に進化した高等植物は、必ず炭
水化物とリグニンの成分から構成され、これら成
分は植物としての形状を維持するためには必要不 
────────────────────── 
*1 産業技術センター紙研究部 
*2 岐阜薬科大学薬科学科生体機能解析学大講座 

可欠な成分である。一般的には、前述の食物連鎖
のとおり植物の炭水化物やタンパク質、その他微
量有機成分は栄養素として利用される。リグニン
は食物連鎖には関係のない物質として、植物の形
状維持のための物質としてのみ植物から生産され、
リグニンは食物連鎖の消費者にとって重要な物質
であるとは考えられていない。一方、最も進化し
ている高等植物に必ず30％程度もリグニンが含ま
れることは、植物を捕食する動物にとって望まし
いことではなく、リグニンは植物から排除される
べき物質であること、さらに生物界での共生関係
を考えると、リグニンを有する植物は自然淘汰さ
れなければならないと考えられる。しかし、実際
の自然界では全くの逆でリグニンを含む植物が繁
栄を誇っている。つまり、植物を食料とする動物
にとって、リグニンが植物に含まれなければなら
ない重要な理由があると考えることができる。 
 我々は植物に含まれる炭水化物が動物にとって
エネルギー源、栄養源であるならば、リグニンは
健康維持、体調管理をする重要な機能があるので
はないかと仮定した。そして、相分離変換システ
ムによって得られ、天然リグニンの分子構造を高
度に保持するリグノフェノールに関し、我々はそ
の水溶性誘導体の様々な生理活性機能を開発して
きた。近年では、動物の細胞死（アポトーシス）
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を保護する機能を見出している1, 2）。 
 
視神経細胞のアポトーシス 
 プログラム化細胞死の一形態であるアポトーシ
スは、眼疾患における病態に関与することが解明
されつつある。例えば、虚血−再灌流による網膜障
害3)、網膜剥離4)、網膜色素変性症5, 6)、網膜光障害
7)、緑内障8, 9)などは、いずれも網膜神経細胞の一
つである網膜神経節細胞(RGC)のアポトーシスが
関与していると報告されている。つまり視機能障
害の原因は多様であるが、結果的に視機能障害は
視覚情報ネットワークを構成している神経細胞の
アポトーシスによる可能性が高いといえる。そし
て、網膜神経細胞に対して保護効果を有する物質
は、各種の網膜疾患や眼疾患の予防や治療に有用
であることが期待される。 
 
 本研究では、健康系リグニン素材として水溶性
CM化リグノフェノールの細胞死保護機能に注目
し、視神経細胞に対する機能について検討を行っ
た。 
 

2. 実験 
2.1 健康系リグニン素材（水溶性リグノフェノー
ル） 

2.1.1 材料 
 タケ（Phyllostachys bambiusoides）粉末を用いた。 
 リグニンに導入するフェノール誘導体として、
p-クレゾール、バニリンを用いた。 
2.1.2 リグノフェノールの調製 
 相分離変換システム（Two Step Process -Process 
II-）を応用した10）。タケ試料の含有リグニン量に
対してC9単位当たり2 mol倍量のリグニン導入フ
ェノール誘導体をエタノールに溶解した。このエ
タノール溶液をタケ粉末試料に加え、室温で徐々
にエタノールを揮発、乾燥させ、フェノール誘導
体収着試料を調製した。その後、この収着試料に
68％硫酸（4 ml/g粉末試料）を加えた。所定時間撹
拌終了後、反応系を大過剰の水に投入、水に投入
後の硫酸濃度は5％程度まで低下させた。その時生
じる不溶解沈殿物を遠心分離にて分離した。分離
した不溶解沈殿物に含まれる硫酸および未反応の
フェノール誘導体を取り除くため水で洗浄、遠心
分離を繰り返した。その後、この沈殿物を凍結乾
燥した。この沈殿乾燥物からリグノフェノールを
抽出するため、乾燥物に抽出溶融機溶媒を加え、
一昼夜撹拌、不溶解物を遠心分離にて取り除いた
後、抽出溶液をエバポレータにて濃縮した。抽出
溶液は大過剰のジエチルエーテルに滴下され、そ

の不溶解沈殿物を遠心分離、洗浄し、五酸化二リ
ン上で減圧乾燥後、各種リグノフェノールを得た。
なお、フェノール化合物の導入量はＮＭＲ解析に
より測定し、p-クレゾール、バニリンを導入した
リグノフェノールをそれぞれPLD-Cre、PLD-Van
とした。 
2.1.3 水溶性リグノフェノールの調製 
 相分離変換システムによって得られたリグノフ
ェノールをその水溶性誘導体へと変換するため、
カルボキシメチル (CM) 化を行った。CM化処理
には関らの方法11)を応用し、水溶性CM化リグノフ
ェノール（CM-LPD）を得た。なお、カルボキシ
メチル基量はNMR解析及び水酸化テトラ-n-ブチ
ルアンモニウムを用いた非水系電位差滴定により
算出し、p-クレゾール、バニリン導入リグノフェ
ノールのCM化誘導体をそれぞれCM-PLD-Cre、
CM-PLD-Vanとした。 
2.2 健康系リグニン素材の機能 
2.2.1 低酸素・低グルコース（OGD）誘導性の虚血

様細胞死に対する作用 
 コラーゲンコートされた24ウェルプレート上に
PC12細胞を2×105細胞／ウェルとなるように播種
し、10%ウマ血清と5%牛胎児血清を含有させたダ
ルベッコ変法イーグル基礎培地にて2日間培養し
た。培養2日後、虚血様細胞死を誘導するため、低
酸素・低グルコース(OGD)処理を行った。OGD処
理としては、グルコースを含有しないダルベッコ
変法イーグル基礎培地（溶媒）に培地を交換し、
あるいは、培地をCM-LPD（1 μM、3 μM、10 μM、
30μM）添加のグルコースを含有しないダルベッ
コ変法イーグル基礎培地に交換し、その後、低酸
素処理として雰囲気を94% Ｎ２、5% CO2、1% O2

条件に変更し、4時間培養した。OGD処理後、1 g/l 
グルコース、1 % 牛胎児血清になるようにグルコ
ースおよび牛胎児血清を培地に加え，18時間培養
（37 ℃、5% CO2）した。その後、レサズリン還元
法により細胞の生存率を算出した。すなわち、培
地にレサズリン溶液を加え、1時間インキュベート
し、この各群の蛍光強度を測定（励起波長560 ｎ
ｍ、蛍光波長590 ｎｍ）した。濃青色のレサズリ
ンは生存細胞によって還元されピンク色の蛍光を
発するレゾルフィンに変換されるため、蛍光強度
が生存細胞数に相関する。OGD処理を全く行なわ
なかったコントロールの蛍光強度を細胞生存率
（100 %）として、各群の蛍光強度との差から対照
群に対する各群の生存率を算出した。 
2.2.2 Tunicamycin誘導細胞死に対する作用 
 コラーゲンコートされた96ウェルプレート上に
PC12細胞を2×105細胞／ウェルとなるように播種
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し、10 % ウマ血清と5 % 牛胎児血清を含有させ
たダルベッコ変法イーグル基礎培地にて2日間培
養した。培養2日後、培地を1%牛胎児血清を含有
させたダルベッコ変法イーグル基礎培地（溶媒）
に交換し、あるいは、培地をCM-LPD（1 μM、3 μM、
10 μM、30μM）添加の1%牛胎児血清含有ダルベ
ッコ変法イーグル基礎培地に交換した。培地交換
の1時間後、培地中のTunicamycin濃度が2 μg/ml
になるようにリン酸緩衝食塩水（0.1 % ジメチル
スルホキシド含有）で希釈しながらTunicamycinを
投与し、24時間培養（37 ℃、5% CO2）し、
Tunicamycin処理を行った。その後、レサズリン還
元法により細胞の生死判定を行った。Tunicamycin
処理を全く行なわなかったコントロールを細胞生
存率（100 %）として、それぞれの生存率を算出し
た。 
2.2.3 ＮＭＤＡ投与による網膜障害モデルマウス

に対する作用 
 ddy系雄性マウス（体重；36〜39g、日本ＳＬＣ
（株））に小動物用麻酔器（笑気ガス70 %、酸素ガ
ス30 % 環境下）を使い、イソフルランにて麻酔（麻
酔導入時；2 % イソフルラン、麻酔維持時；1 % イ
ソフルラン）を行った。その後、10 mM Ｎ-メチ
ル-Ｄ-アスパラギン酸（NMDA）を含有する生理
食塩水（NMDA溶媒）を注射針にてマウス硝子体
内に投与 （NMDA投与量；2 nmol/eye）し、また
は、NMDA投与と同時にCM-LPD含有生理食塩液
をマウス硝子体内に投与（NMDA投与量；2 
nmol/eye、CM-LPD投与量；0.01 nmol/eyeまたは0.1 
nmol/eye）し、網膜障害モデルマウスを調製した。
なお、網膜障害モデルマウスには抗炎症の目的で
NMDA投与直後にレボフロキサシン点眼液 （参天
製薬株式会社）を点眼した。NMDA投与7日後に組
織学的解析のために、マウスの眼を頸椎脱臼後に
摘出した。摘出後、それぞれの眼に固定液である
4 % パラホルムアルデヒド溶液を硝子体内投与し、
その溶液に4 ℃下で少なくとも24時間以上浸した。
パラフィン包埋、薄切し、ヘマトキシリン−エオジ
ンで染色した病理組織切片6枚（4 μm厚）を作製
した。網膜神経障害を評価するサンプルは、片眼
につき視神経乳頭部が入るように採取した6枚の
切片のうち無作為に3枚の切片を選択し、組織学的
解析に用いた。選択した切片について、視神経乳
頭から375 μm〜625 μm間の網膜の写真撮影を行
い、網膜における網膜神経節細胞 （RGC） の数
および内網状層（IPL）の厚さを計測し、組織学的
解析を行った。 
 
 

3. 結果と考察 
3.1 リグノフェノールおよびCMリグノフェノール
の特性 

 タケ由来PLD-CreおよびPLD-Vanの重量平均分
子量はそれぞれ7200、5050であり、それぞれにお
けるクレゾールおよびバニリン導入量は28wt%、
29wt%であった。PLD-Cre、PLD-Vanから誘導され
たCM化水溶性誘導体の重量平均分子量およびカ
ルボキシメチル基量は、CM-PLD-Creが5330、
11.6wt%、CM-PLD-Vanが4500、20wt%であった。 
 
 

 
図1 水溶性CM化リグノフェノールの虚血様アポ 

トーシスに対する抑制作用 
 

 
図2 水溶性CM化リグノフェノールのTunicamycin
誘導アポトーシスに対する抑制作用 
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3.2 健康系リグニン素材の機能 
3.2.1 低酸素・低グルコース誘導性虚血様細胞死 

に対する作用 
 細胞に酸素や栄養の供給が不足すると、細胞内
の小器官である小胞体が異常を起こし、細胞死（ア
ポトーシス）に至る。網膜神経細胞がアポトーシ
スに至ると視神経障害が引き起こされる。そこで
低酸素・低グルコース（OGD）誘導から起こる小
胞体ストレスによる（虚血様）アポトーシスに対
するCM-PLDの作用を検討した結果（図１）、
CM-PLDは虚血様アポトーシスに対して濃度依存
的に顕著に抑制した。特に、クレゾールを導入し
たリグノフェノールから誘導した水溶性
CM-PLD-Creは10μMの添加濃度でアポトーシス
を90％以上抑制し、30μMではほぼ完全にアポト
ーシスを抑制した。 
3.2.2 Tunicamycin誘導細胞死に対する作用 
 Tunicamycinは、ヌクレオシド系抗生物質でN-ア
セチルグルコサミンと類似した構造を有するため、
糖供与体ウリジン２リン酸-Ｎ-アセチルグルコサ
ミン (UDP-GlcNAc) からN-アセチルグルコサミ
ンの転移酵素（ポリペプチド転移酵素あるいは
O-GlcNAc転移酵素 (OGT)）やUDP-GlcNAcと結合
し、酵素活性を阻害する。これにより、細胞の小
胞体に異常タンパク質が過剰に蓄積され小胞体ス
トレスが惹起され、アポトーシスが誘発される。
網膜障害は、このような小胞体ストレス誘導によ
っても引き起こされることが知られていることか
ら、Tunicamycinによって誘発されるアポトーシス
に対するCM-PLDの作用を検討した。その結果、
図２に示すように、CM-PLDが存在することによ
り細胞死を約50％抑制した。CM-PLDは、OGD誘
導性の虚血様アポトーシスの場合のような極めて
高い抑制作用は示さなかったが、Tunicamycin誘導
アポトーシスに対して有意な抑制効果を示した。 
3.2.3 ＮＭＤＡ投与による網膜障害モデルマウス

に対する作用 
 Ｎ-メチル-Ｄ-アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）は、
神経伝達物質であるグルタミン酸の受容体のひと
つであるＮＭＤＡ受容体に結合することにより細
胞内Ｃａ２＋濃度を上昇させアポトーシスを引き
起こさせる。正常眼圧緑内障発症メカニズムでは、
その下流においてＮＭＤＡ受容体が関与している
ことから、アメリカではＮＭＤＡの拮抗剤（メマ
ンチン）が正常眼圧緑内障の臨床試験段階にある。
そこで、マウスの硝子体にＮＭＤＡを直接投与し
てin vivo網膜障害モデルマウスを調製し、また、
CM-PLDを硝子体内に直接投与することによる網
膜細胞に対する作用を検討した。 

 
図3 ＮＭＤＡ投与による網膜障害モデルマウス

網膜断片の神経組織像 
 

 
 
図4 水溶性CM化リグノフェノールの網膜神経節

細胞の数に及ぼす影響 
 
 

 
 
図5 水溶性CM化リグノフェノールの網膜内網状

層の厚さに及ぼす影響 
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 典型的な網膜断片の神経組織像をそれぞれ図3
に示すように、CM-PLDの硝子体内投与によって
網膜神経細胞は顕著に保護されたことが確認でき
る。また、コントロールと比較して、ＮＭＤＡを
硝子体内に投与したマウスの網膜神経節細胞層中
の神経節細胞（RGC）の数（図4）は、130.4±0.9(mm-1)
から46.0±1.6(mm-1)に約65％減少し、内網状層
（ IPL）の厚さ（図5）は、32.8±2.0(μm)から
18.0±1.0(μm)に約45％菲薄化した。一方、ＮＭＤ
Ａの硝子体内への投与に加え、CM-PLD（0.1 nmol/ 
eye）を投与した場合、RGCの数は70.2±8.1(mm-1)
になり、IPLの厚さは22.9±2.3(μm)になり、それぞ
れ約46％減少し、約30％菲薄した。以上のことか
らも、CM-PLDの投与によって有意な網膜神経細
胞保護作用が認められた。 
 

4. まとめ 
 タケリグニンから誘導した水溶性のCM-LPDは、
OGD誘導による虚血様状態での小胞体ストレス
やTunicamycin誘導による小胞体ストレスから引
き起こされる細胞のアポトーシスを、細胞レベル
で、顕著に抑制した。CM-LPD-Creは、OGD誘導
アポトーシスを30μMの投与でほぼ完全にアポト
ーシスを抑制した。 
 アポトーシスを引き起こす因子には、小胞体ス
トレスの他に、活性酸素などによる酸化ストレス
などがある。しかし、酸化ストレスによるアポト
ーシスを抑制するTololoxやEdaravoneなどの抗酸
化剤は、Tunicamycin誘発細胞死に対してカルシウ
ム拮抗剤などは効果を示さないこと12)からも、ア
ポトーシスを誘発する因子によってアポトーシス
抑制メカニズムは異なる。CM-LPDについては、
活性酸素などによる酸化ストレスによるアポトー
シスの抑制効果も確認されており、各種のアポト
ーシスに有効なユニークな抑制機能であった。 
 さらに、CM-LPDはin vivo網膜障害モデルマウス
に対して、そのマウス網膜の組織学的解析から網 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

膜神経節細胞や内網状層を有意に保護することが
認められ、緑内障や網膜疾患などの眼疾患に対す
る予防剤や治療剤として有効である可能性が期待 
される。 
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