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研究成果の概要：イネ科植物のジフェルラ酸形成では、細胞壁結合型ペルオキシダーゼの活性

レベルが律速要因の１つであることが明らかになった。この酵素には複数のアイソフォームが

存在し、分子サイズは 35 kDa 程度で、弱酸性条件で最大活性を持つことが示された。また、細

胞壁のシュウ酸酸化酵素に関しては、過酸化水素の生成・供給を介してペルオキシダーゼ活性

に作用し、細胞壁中でジフェルラ酸とリグニンの形成を促進することが示された。 
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１．研究開始当初の背景  
 単子葉イネ科植物に特徴的な細胞壁構
造であるフェノール化合物による多糖間
ネットワークは、単量体のフェルラ酸が細
胞壁中で重合して２量体のジフェルラ酸
となり多糖分子間を架橋することで形成
される。フェルラ酸の重合は細胞壁ペルオ
キシダーゼにより触媒されるが、酵素の活
性レベルとジフェルラ酸形成との関係に
ついては、明確な結果は示されていない。
また、イネ科植物細胞壁のフェノール化合
物代謝に関わる細胞壁（アポプラスト）ペ

ルオキシダーゼの生化学的性質に関して
も、ほとんど調べられていない。 
 一方、イネ科植物芽生えの細胞壁中には
germin と呼ばれるタンパク質が含まれ、こ
れはシュウ酸を分解して過酸化水素を生
成するシュウ酸酸化酵素であることが示
されている。ペルオキシダーゼの反応には
過酸化水素が必須であることから、細胞壁
のシュウ酸酸化酵素は過酸化水素の供給
を介して、ジフェルラ酸形成や細胞壁のフ
ェノール化合物代謝に関わっている可能
性が考えられているが、いまだ明確にされ



ていない。 
 
 
２．研究の目的 
 イネ科植物に特徴的なフェノール化合
物による細胞壁多糖間ネットワーク（架橋
構造）形成について、架橋となるジフェル
ラ酸の形成における（１）細胞壁ペルオキ
シダーゼと（２）細胞壁内のシュウ酸酸化
酵素（germin）の役割を検討して、ネット
ワーク形成のメカニズムを明らかにする
ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 植物材料は暗所で生育させたイネ、コム
ギ及びアベナ芽生えを用いた。細胞壁ペル
オキシダーゼの活性は、調製した活性細胞
壁標品より塩抽出されるタンパク質画分
を用い、グアヤコールを基質として測定し
た。また、このタンパク質画分を用いて
FPLC タンパク精製システムによりペルオ
キシダーゼの精製をおこなった。 
 細胞壁結合性フェノール類（フェルラ酸、
ジフェルラ酸）は、アルカリ鹸化（0.1 M 
NaOH 処理）により細胞壁標品から抽出した
後、HPLC を用いて定量した。また、細胞壁
のリグニンの定量は、アセチルブロマイド
法によりおこなった。 
 シ ュ ウ 酸 酸 化 酵 素 の 活 性 は 、
4-chloro-1-naphthol を用いた活性染色法
により調べた。また、調製した活性細胞壁
標品をシュウ酸あるいは過酸化水素溶液
で処理した後、上記と同様にアルカリ鹸化
により細胞壁からフェルラ酸及びジフェ
ルラ酸を抽出し、HPLC を用いてそれらの量
を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）細胞壁ペルオキシダーゼ 
 暗所で生育させたイネ芽生えを用いて、
シュートの成長過程での細胞壁のジフェ
ルラ酸及びフェルラ酸量と細胞壁ペルオ
キシダーゼ活性の変化を調べた。播種後 4
から 6 日目にかけて、シュートは 5 mm か
ら 13 mm に成長し、シュート１本あたりの
生重量も 2 mg から 10 mg に増加した。こ
の時、0.1 M NaOH 処理で細胞壁から抽出さ
れるエステル結合性のフェルラ酸は約 25
倍に増加したが、ジフェルラ酸の増加は約
16 倍であった。この生育期間の細胞壁結合
型ペルオキシダーゼ活性を測定したとこ
ろ約 8倍に増加した。ジフェルラ酸量の増
加とペルオキシダーゼ活性の増加のパタ
ーンは類似しており、両者の間で非常に高
い相関（r=1）が見られた。従って、細胞

壁ペルオキシダーゼの活性レベルが、ジフ
ェルラ酸形成を調節する要因の一つであ
ると考えられる。 
 次に、イネ科植物の細胞壁ペルオキシダ
ーゼの生化学的性質を明らかにするため
に、アベナ芽生えを用いて精製をおこなっ
た。暗所で 4日間生育した芽生えシュート
を磨砕・洗浄して活性細胞壁標品を調製し、
これに 3 M NaCl を加えて細胞壁タンパク
質を抽出した。このタンパク質画分を硫安
（20-80%）沈澱させた後、各種カラムに供
した。先ず、イオン交換カラム（Mono-S）
により 2つの活性ピークが得られ、それぞ
れ S-1、S-2 画分とした。次に、それぞれ
の画分を 2 種類のゲルろ過カラム
（Superose-12、次いで Superdex-75）によ
り 分 離 し た と こ ろ 、 両 画 分 と も
Superdex-75 上で活性とタンパク質の溶出
パターンが一致した。この Superdex-75 後
の活性画分は、最初の硫安沈澱画分に比べ
て約 200 倍（S-1 画分）、約 150 倍（S-2 画
分）に精製された。SDS-PAGE 電気泳動と銀
染色による分析の結果、S-1 画分は 36 と
34.5 kDa の 2 本のバンドが、 S-2 画分で
は 38、36.5、34 kDa の 3 本のバンドが確
認された。両画分について pH 依存性を調
べた結果、S-1 画分は pH 6 付近で最大活性
を示し、S-2 画分は pH 5.5 から 7 の比較的
広い範囲で高い活性を持つことが示され
た。従って、精製されたアイソフォームは
弱酸性域で活性が高いと考えられる。成長
中の植物細胞壁の pH は弱酸性（pH 5～6）
であることから、精製されたアイソフォー
ムは細胞壁中で活性を持ち機能している
と推定される。 
 

（2）シュウ酸酸化酵素 

 暗所で生育させたコムギ芽生えシュー
トを用いて、活性染色法によりシュウ酸酸
化酵素活性を調べた。これまでの報告では、
根では活性染色法により染色される（シュ
ウ酸酸化酵素活性が検出される）が、シュ
ートは染色されないことが示されている。
今回、シュートの表面を軽くアブレイドし
て表面のキューティクル（クチクラ）を取
り除く操作をおこなったところ、シュート
でも根の場合と同様の染色が見られた（図
１）。培養液にシュウ酸あるいは過酸化水
素を加えた場合、シュート表面が同程度に
染まったことから、与えたシュウ酸はシュ
ウ酸酸化酵素により分解されて、生成した
過酸化水素が色素（4-chloro-1-naphthol）
の重合反応に用いられたと考えられる。従
って、コムギシュートにはシュウ酸酸化酵
素活性があることが確認された。 



 

   

次に、コムギシュートから調製した活性

シュウ酸あるいは過酸化水素処理に
り細胞壁のエステル結合性のフェルラ
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細胞壁標品をシュウ酸あるいは過酸化水
素を含んだ溶液中で処理することで、in 
vitro系で細胞壁中のジフェルラ酸量の変
化を調べた。その結果、シュウ酸（OX）あ
るいは過酸化水素（H2O2）処理によりジフ
ェルラ酸量が増加し、シュウ酸と過酸化水
素は同程度の効果を示した（図 2）。従って、
シュウ酸酸化酵素は、過酸化水素を生成・
供給することで細胞壁中でのジフェルラ
酸形成を促進することが示された。 
 
 

  
 
一方、
よ
酸量が大きく減少した。そこで、この点を
検討するために、コムギ根から調製した活
性細胞壁標品を用いた実験をおこなった。
上記と同様に活性細胞壁標品をシュウ酸
あるいは過酸化水素で処理したところ、対
照に比べてエステル結合性のフェルラ酸
量は減少したのに対して、アセチルブロマ
イド可溶性リグニン量が増加した（図 3）。

フェルラ酸量の減少とリグニン量の増加
との間で非常に高い相関（r=-0.93）が見
られた。従って、過酸化水素の供給が増加
すると、細胞壁ペルオキシダーゼの活性が
増加して多糖とフェルラ酸の間でエーテ
ル結合が形成され、その結果、弱アルカリ
溶液で抽出されるエステル結合性のフェ
ルラ酸量が減少したと考えられる。このエ
ーテル結合性のフェルラ酸の増加が、リグ
ニン量に反映されたと推定される。以上の
結果から、細胞壁のシュウ酸酸化酵素は、
過酸化水素の生成・供給を介してペルオキ
シダーゼ活性に作用し、細胞壁中でのジフ
ェルラ酸とリグニンの形成を促進すると
考えられる。 
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