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研究成果の概要（和文）：リグニンは、バイオエタノールやパルプの生産性、飼料の消化性に強い阻害効果を有するこ
とによって、植物の産業的活用における進展の障壁となっている。研究代表者は、シロイヌナズナにおいてリグニンの
生合成に寄与する植物ペルオキシダーゼの遺伝子発現の欠損が、リグニン量の減少および易分解性リグニン構造の増加
を引き起こすことを見いだした。本研究は、リグニンの生合成に関与する植物ペルオキシダーゼの遺伝子発現の複数同
時欠損が、リグニンの減少量と易分解性の構造を増加させ、有効なリグニン改変法である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Lignin have negative impacts on the biochemical process for producing 
lignocellulosic biofuels, forage digestibility, and the kappa value in the pulping industry. We recently 
demonstrated that deficiency of plant peroxidases (Prx) involved in Arabidopsis stem lignification led to 
both decreased total lignin content and increased uncondensed units of lignin. In this study, we showed 
simultaneous disruption of these Prx genes resulted in enhancing the phenotypic traits of each single 
mutant, suggesting that manipulation of Prx genes is an attractive strategy to improve lignin 
characteristics.

研究分野： 木質生化学

キーワード： ペルオキシダーゼ　マルチノックアウト　低リグニン　易分解性リグニン　エネルギー植物　遺伝子工
学　プロモーター
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子改変技術を中核とするバイオテク
ノロジーは、人間の望む形質をもった植物創
出を可能にすると考えられ、資源、エネルギ
ー、食糧問題を解決するための突破口を与え
てくれるものと期待されている。細胞壁の主
成分の一つであるリグニンの量や質の制御
は、森林資源を効率よく利用する手段の一つ
である。植物中のリグニンの低減は、バイオ
エタノールやパルプの生産性の向上、飼料の
易消化性に有効である。樹木細胞壁でのリグ
ニンの生合成過程は、「リグニンモノマーの
生合成」と「ポリマーの形成」の 2つに大別
できる。近年の研究により、リグニンモノマ
ーの生合成経路が解明され、リグニンモノマ
ーの生合成遺伝子発現を抑制したトランス
ジェニック植物の作出が試みられてきた。一
方で、リグニンポリマーの形成過程（重合反
応）は植物ペルオキシダーゼ（Prx）により
触媒されると考えてられてきたものの、数多
くの Prx遺伝子の中でどの Prxがリグニンポ
リマーの形成に関わるかはほとんど解明さ
れていなかった。 
研究代表者はこれまでの研究によってリ

グニンの生合成に関与する Prxアイソザイム
CWPO-Cを発見した。さらに、シロイヌナズナ
の植物 Prxノックアウト変異体を解析し、全
73 個の植物 Prx のうち、3 つの CWPO-C ホモ
ログ遺伝子（AtPrx2、AtPrx25、AtPrx71）の
発現をそれぞれノックアウトした変異体
（atprx2、 atprx25、 atprx71）を解析した
結果、(1)植物体の矮化は観察されず、正常
に生長し、 (2) 2 つの変異体（ atprx2、 
atprx25）で茎のリグニン量が約 10%〜14%減
少し、さらに(3)3種すべての変異体で非縮合
（β-O-4 結合）型リグニンが 14～35%増加し
た。これらの結果は、バイオマスをセルロー
ス源として利用する際に、極めて有利な表現
型といえる。これにより、重合段階でのリグ
ニン生合成制御の可能性が新たに開けた。す
なわち、従来のリグニン改変アプローチはリ
グニンモノマー生合成遺伝子発現抑制によ
るリグニン量の低減を目指すものであった
が、重合酵素の発現抑制を行うことでリグニ
ン量の低減と分解除去しやすい結合様式を
有するリグニン改質にチャレンジ可能とな
った。 
 

２．研究の目的 

リグニン重合に関与する CWPO-C ホモログ
遺伝子発現を同時にノックアウト（マルチノ
ックアウト）することにより、バイオマス利
用に有利なリグニン形態を有する植物を創
造可能であることを強く期待させる。そこで
本研究では、シロイヌナズナを用いてマルチ
ノックアウト変異体を作製し、生長、リグニ
ン量、リグニン構造・組成、セルロース量、
ヘミセルロース量、糖化率を測定し、野生型
や単一ノックアウト変異体と比較すること
によって、CWPO-Cホモログ遺伝子発現のマル

チノックアウトによる、バイオマス利用に有
用な植物体作製の可能性を検証する。また、
同時並行的に CWPO-C 遺伝子の発現をノック
ダウンしたトランスジェニックポプラを作
製し、樹木リグニンの改変と評価を試みる。 

 

３．研究の方法 

（1）ダブルノックアウト変異体の作製 
シングルノックアウト変異体（F0世代）の

うち 2つを交配させ、F2世代から PCRによっ
て同型接合型ダブルノックアウト変異体
（ atprx2/atprx25 、  atprx2/atprx71 、
atprx25/atprx71）を選抜した。F3 世代を分
析に用いた。 
（2）ダブルノックアウト変異体の生長観察 
野生型（WT）、ダブルノックアウト体の種

子発芽率、3 週齢、または 6 週齢における根
全長、側芽本数、側芽最大長、主茎長、主茎
乾燥重量を測定した。 
（3）ダブルノックアウト変異体の組織観察 
 6週齢における WTおよびダブルノックアウ
ト体の花茎基部を FAA で固定し、ブチルアル
コールシリーズで脱水後、パラフィン包埋し
た。ミクロトームを用いて 10μm 厚切片を作
成し、脱パラフィン後、トルイジンブルー染
色、モイレ反応に供し、光学顕微鏡を用いて
観察した。 
（4）リグニン分析 
6 週齢の植物体の花茎を採取し、アセチル

ブロマイド法を用いてトータルリグニン含
量を、derivatization followed by reductive 
cleavage（DFRC）法と GC-MS を用いてリグニ
ン構造と組成を測定、分析した。 
（5）糖化効率評価 
 6週齢の WT、ダブルノックアウト変異体の
花茎を乾燥させ、粉末化後、脱脂した。脱脂
粉末 20 mg に 50 mM 酢酸ナトリウムバッファ
ー（pH 4.7）30 ml とセルラーゼ A3（天野製
薬社市販品、菌体アスペルギルス属）4 mg/ml
を加えた、37℃で 5 日間振盪培養した。培養
後サンプルをろ過し、ろ過残渣量を測定した。 
またバイオセンサーを用いてろ液中に含ま
れるグルコース量を算出した。 
（6）CWPO-C 抑制トランスジェニックポプラ
の作製 
カリフラワーモザイクウイルス 35Sプロモ

ーター制御の植物発現用ベクター（pBF2）に
CWPO-C cDNA をアンチセンス方向に組み込ん
だアンチセンス抑制コンストラクトと
CWPO-C の一部の配列に相同な配列をセンス
方向と、アンチセンス方向に組み込みこんだ
RNA 干渉誘導コンストラクトを作製した。ポ
プラの形質転換、及び組織培養は Ebinuma ら
（1997, Proc. Natl. Acad. Sci.）の方法に
従った。 
 
４．研究成果 
（1）ダブルノックアウト変異体系統の確立 
交雑種子を発芽・生長後、植物体の一部か

ら DNAを抽出し、PCRによって雑種第一代（F1）



であることの確認を行った。F1の自家受粉に
よって得られた F2の中から 1/16の確率で生
じる 2つの T-DNA挿入遺伝子の同型接合体を
特異的プライマーを用いた PCRによって選抜

した（図 1）。 
（2）細胞壁量の減少 

3 週齢、および 6週齢植物体の WT、ダブル
ノックアウト体（図 2）の生長を観察したと
ころ、6 週齢の花茎乾燥重量に有意な差が認
められた。WT と比較して花茎乾燥重量は、
atprx25/atprx71 に お い て 約 17% 、
atprx2/atprx71 に お い て 約 13% 、
atprx2/atprx25において約 32%減少していた
ことから、ダブルノックアウト体では花茎に
おける細胞壁量が減少している可能性が考
えられた。そこで花茎の横断切片をトルイジ
ンブルーおよび、モイレ染色したところ、ダ
ブルノックアウト体では野生型よりも木部
繊維細胞における細胞壁量が減少している
ことが明らかとなった。なお、発芽率、根や
葉の生長、側芽生長、花茎の長さには有意な
差は認められなかった。 

 
（3）リグニンの量と構造 
リグニン量は atprx71を除く 5つの変異体

で減少しており、atprx2/atprx25 において最

も減少（25%減少）した（図 3）。また、すべ
てのダブルノックアウト変異体においてリ
グニン当たりのβ-O-4 結合型モノマー収率
が約 2倍に増加した。これは易分解性の構造
が大幅に増加したことを示している。また、
ダブルノックアウト体におけるリグニン減
少量およびβ-O-4 結合型モノマー収率とも
に、シングルノックアウト体よりも大きくな
った。以上の結果から、リグニン生合成に関
わるペルオキシダーゼを同時にノックアウ
トすることにより、リグニンをより減少させ、
さらに易分解性リグニンの割合を増加させ
ることができることが明らかとなった。 

 

 
（4）細胞壁の分解性と糖化効率の上昇 
 リグニン量の減少は、セルロース分解酵素
（セルラーゼ）のセルロースへのアクセシビ
リティを高める。そのため、リグニン量が減
少したサンプルでは、セルラーゼによる糖化
効率の上昇が期待できる。野生型とダブルノ
ックアウト体の花茎乾燥脱脂粉末をセルラ
ーゼ処理したところ、ダブルノックアウト変
異体のセルラーゼによる消化効率（重量減少
率）およびグルコース放出量は、ともに 1.5
倍となった。ダブルノックアウト体では細胞
壁の分解性と糖化効率が上昇していること
が明らかとなった。 
（5）ポプラ形質転換体の作成と解析 
CWPO-C 抑制体ポプラ(RNAi、アンチセンス)
については抑制体候補が複数固体得られて
いるものの成長が極めて悪く、解析に至って
いない。一方、シロイヌナズナを用いた
CWPO-C プロモーター解析の結果、CWPO-C は
分化や成長の活発な組織で高発現していた。
このことから、CWPO-Cはリグニン生合成だけ
でなく植物組織の分化や生長にも極めて重
要な役割を持っていることが推測された。 
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