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研究成果の概要： 

リグニン形成の制御機構を前駆物質の貯蔵と輸送という動的な観点から捉え、モノリグノー

ルの貯蔵と供給機構に着目し、細胞レベルで解明することを目的とした。安定同位体トレーサ

ー法によるリグニン生合成中間物質の選択的な標識と飛行時間型二次イオン顕微質量分析

（ToF-SIMS）による分子マッピングを組み合わせて、分子レベルの情報と組織レベルの情報

を同時に入手することができるのが本研究の特徴である。 
まず、細胞レベルでの細胞壁成分の顕微レベルでの分子マッピングを可能にするための技術

開発を行った。樹木木部細胞壁におけるシリンギル、グアイアシルリグニンのマッピング手法

を確立するため、カエデを用いて、飛行時間型二次イオン質量分析を行った。その結果、シリ

ンギルリグニンとグアイアシルリグニンの細胞壁中での分布を正確に可視化する手法を開発し

た。化学分解法や組織化学的手法とデータを比較検討することにより、本法の妥当性を証明す

るとともに、顕微領域における定量分析も可能とした。心材成分の樹幹内での分布も細胞レベ

ルで可視化することに成功した。このことは、リグニン生合成中間体である低分子フェノール

性化合物の選択的なマッピングにも適用できることを示した。 
 次に、リグニン生合成代謝中間物質の細胞内分布を明らかにするため、モノリグノールグル

コシドの ToF-SIMS を用いた解析法を確立した。LC-MS と ToF-SIMS 分析を組み合わせるこ

とにより、配糖体の定性・定量分析を行った。また、特定の位置を 13C で標識した前駆物質（コ

ニフェリン）を合成し、イチョウ切り枝に投与した。一定期間代謝させた後、新生木部を採取

し、標識前駆物質からリグニンへの取り込みを解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
 従来の研究では、生合成に直接関与する酵
素にのみ焦点が絞られていたが、輸送と供給
機構に着目した研究はほとんどない。リグニ
ンは細胞壁の２０から３０％を占めており、
その前駆物質の輸送機構は、形態形成におい
て大きな役割を担っている。本研究では、リ
グニン前駆物質の大量かつ迅速な細胞内（あ
るいは細胞間）輸送を、ToF-SIMS 法による生
体分子の新可視化技術を駆使してダイナミ
ックに捕らえることが特色である。細胞内で
生産されたリグニン前駆物質が、どこを通っ
て細胞壁に供給されるのか、従来の方法では
解析困難であったが、本法を用いることによ
り、その分布の可視化が達成できるものと期
待される。 
木質化細胞壁は、主にセルロース、ヘミセル
ロース、リグニンより構成されていることが
知られているが、それらが細胞壁においてど
のようなプロセスで組み立てられるのか、あ
るいはどのような３次元構造を有している
のかは完全にはわかっていない。リグニンの
沈着、すなわち、高分子化のプロセスは、安
定同位体で標識したリグニン前駆物質の挙
動を可視化することにより達成できる。これ
により、細胞壁超微細構造が推定でき、軽く
て強い木質の本質に迫ることができる。 
 
２．研究の目的 
樹木木部を構成する細胞は、すべて形成層

より派生したものであるが、機能発現のため
に、幾多の種類の細胞に分化する。さらに、
それぞれの細胞は、伸長、拡大、２次壁の肥
厚といった高度に制御された細胞壁分化過
程を経て細胞壁を完成させる。この、木部細
胞の形成は、連続して行われ、木部形態形成
や年輪構造の形成に直接的に関わっている。
樹木木部細胞の特徴は、リグニンを多く含む
ことにある。そして、その構造は、細胞の種
類や同一細胞であっても壁層部位により異
なる。リグニンの生合成に関する研究は、最
近非常に活発で、モノリグノール生成に関わ
るいろいろな経路が提唱されているが、実際
の植物体においてどの経路が真に発現して
いるのか類推の域を脱していない。木部細胞
は多様で、また、細胞壁分化過程も時空間的
に制御されていることから、細胞レベルでの
木質化の分子機構は明らかになっていない。 
 本研究では、リグニン形成の制御機構を前
駆物質の貯蔵と輸送という動的な観点から
捉え、細胞レベルで明らかにすることを目標
とする。とくに、モノリグノールの貯蔵と供
給機構に着目し、物質輸送機構について解明

した。また、木材の性質に大きく影響を与え
る心材成分（二次代謝産物）についても、そ
の分布を可視化することを目的とした。 
 本研究では、安定同位体トレーサー法によ
るリグニン生合成中間物質の選択的な標識
と飛行時間型二次イオン顕微質量分析
（ToF-SIMS）による分子マッピングを組み合
わせて、分子レベルの情報と組織レベルの情
報を同時に入手しようとするものである。本
研究の完了により、時空間的に制御された木
質細胞壁の生成機構が明らかとなる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）安定同位体標識リグニン前駆物質の合
成 
 質量分析において、代謝中間物質の特定を
行うためには、安定同位体で特定の位置を標
識した前駆物質を合成し、フィーディング実
験に供することが必要である。コニフェリル
アルコール、コニフェリルアルデヒド、それ
らの配糖体を重水素や１３C で標識した。 
 
（２）安定同位体トレーサー法によるリグニ
ン生合成の動的解析 
 現在提唱されている様々なリグニン生合
成経路は、植物より抽出した酵素を試験管内
で反応させた結果に基づいたものが多く、実
際のリグニン生合成の場において関与して
いるかどうかは完全にはわかっていない。さ
らに、同じ、植物にあっても、細胞の種類や
年齢によりリグニン生合成経路が変化する
ことも指摘されており、信頼性の高い実験系
で、これまでに提唱された仮説の全てを検証
することが求められている。本研究では、安
定同位体で標識した様々なリグニン前駆物
質を樹木切枝に投与し、その挙動を分子レベ
ルで追跡することにより検証した。現在、特
に、広葉樹リグニンのシリンギル、グアイア
シル単位の組成比の制御が生合成経路のど
の段階で行なわれているのかが大問題とな
っているので、この部分に焦点をあてて解析
していく。モノリグノール生合成中間体であ
るケイヒ酸、それに対応する CoA、アルデヒ
ド、アルコール、さらにそれらのグルコシド
を重水素や１３C などの安定同位元素で標識
し、数種の広葉樹新生木部に投与し、その挙
動、すなわちどのような化学構造にとりこま
れたのかを分子レベルで追跡した。 
 
（３）リグニン生合成代謝中間物質の高速液
体クロマトグラフィー質量分析（LC-MS）に
よる解析 



 

 

 本研究では、シンナミルアルコールおよび
シンナムアルデヒド配糖体を分析する必要
がある。配糖体は一般に不揮発性であり、ガ
スクロマトグラフィーによる分析には適さ
ない。本研究では、高速液体クロマトグラフ
ィー質量分析計（LC-MS）を用いて、配糖体
前駆物質の挙動を詳細に追跡した。微量成分
であっても、標品とのマスフラグメント比較
により物質の同定が容易にできること、誘導
体に変換しなくても分析が可能であること
から、定量における精度が格段に向上する。 
LC-MS を用いたリグニン代謝中間物質であ
る配糖体の分析系を確立する。また、時空間
的に制御されているリグニン生合成におい
てδ13C 測定を行うことにより、代謝の流れ
の指標を探索した。 
 
（４）細胞壁成分の分布の可視化 

飛 行 時 間 型 二 次 イ オ ン 質 量 分 析
(TOF-SIMS)を樹木細胞壁の構造解析に応用
し、細胞壁構成成分を非破壊的に細胞レベル
で分析した。対象とした化合物は、リグニン、
セルロース、ヘミセルロース、抽出成分（ヒ
ノキニン、ヒノキレジノールなど）、無機元
素である。 
 
４．研究成果 
 
（1）ToF-SIMS による樹木細胞壁リグニン
分子のケミカルマッピング 

これまでに、紫外線顕微分光法やモイレ反
応といった組織染色法などによって、G と S
リグニンからなる広葉樹組織では、支持組織
である木繊維は S リグニンに富むが、通水組
織である道管は G リグニンに富むことが示
唆されていた。しかしこれらの方法では、入
手できる化学構造には限界があった。今回、
ToF-SIMSによるGとSリグニンの分子マッ
ピングによってリグニン分布を可視化した
結果、カエデ木部組織において、木繊維は S
リグニンに富むのに対し、道管は G リグニン
に富む構造をとることが明らかとなった（図
１）。とりわけ、道管と道管の間に存在する
穿孔板部分において、G リグニンが豊富であ
ることが顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これにより、顕微による組織的な情報も持ち
併せたToF-SIMS分子マッピングを用いるこ
とは、特定組織のリグニンの特徴的分布解明
に適していることが示された。 
 
（２）コニフェリンの炭素安定同位体比に関
する研究 
 名古屋大学演習林内にて伐採したスギ
（Cryptomeria japonica）から樹液および新
生木部を採取した。樹液からはコニフェリン
を単離し、新生木部からは Klason リグニン
およびα-セルロースを調製した。これらの
炭素安定同位体比（δ13C 値）を測定したと
ころ、コニフェリンは-25 ～ -28 ‰、Klason
リグニンは-26 ～ -29 ‰、α-セルロースは
-24 ～ -26 ‰の値をとっていることがわか
り、コニフェリンのδ13C 値が予期していた
よりも低いことが明らかになった。また個体
によりδ13C 値に大きな違いがあることも明
らかになった。これらの結果は、炭素安定同
位体比を測定することにより、代謝の流れを
解析することが可能であることを示唆した。 
 
（３）モノリグノールグルコシドの ToF-SIMS
測定 
 
 モノリグノール、グルコースおよびモノリ
グノールグルコシド（p-coumaryl alcohol 
4-O-β-D-glucoside, coniferin, syringin）
を ToF-SIMS を用いて分析し、それらのマス
スペクトルを得た。モノリグノールの分析に
おいて、C6-C1 ベンジルイオンおよび C6-C1
ベンゾイルイオン、C6-C2 イオンに加えて、
[M – OH]＋および[M – H + Na]＋などのイオ
ンが観察された。グルコースはナトリウムが
付加した形でイオン化した。モノリグノール
グルコシドの分析では、モノリグノールのス
ペクトルにおいて見られた二次イオンに加
え、[M + Na]+、m/z 284 および 312 イオンが
観察された。モノリグノールグルコシドのフ
ラグメンテーションを調べるため、安定同位
体でラベルしたコニフェリンを ToF-SIMS で
分析した。これらの結果は、ToF-SIMS は配糖
体の分析において有力な方法であることを
示唆した。 
 
（４）二次代謝成分の分布 

ヒノキ心材形成過程において、心材抽出成
分であるヒノキニン、ヒノキレジノール由来
の二次イオン（m/z 353、261）の同定、マッ
ピングに成功し、心材成分の生合成をダイナ
ミックかつ細胞レベルで追跡することに成
功した。ヒノキ心材切片の ToF-SIMS イメー
ジにおいて、ヒノキニンは、移行材の放射柔
細胞内に特異的に分布することが示された 
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図１．広葉樹カエデにおける G（グアイアシル、
m/z 137）と S（シリンギル、m/z 167）のマッピン
グ。V は道管を示し、矢印は道管と道管の間の穿
孔板を示す。 
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