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研究成果の概要（和文）： 

非可食資源である木質からのバイオ燃料製造においては、木質成分の構造上の問題に起因して
酵素糖化が著しく阻害されている。本研究ではバイオ液体燃料製造に適する木質の作出を目的
として、木質形成代謝を統御する因子を明らかにし、その知見に基づき細胞壁を改変した木質
バイオマスを作出した。その結果、リグニンの量と構造が酵素糖化性に及ぼす影響に関する基
本的知見が得られ、今後の分子育種に対する指針が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lignin is an essential component of plant cell walls, but it is not a storage material. 
The characteristics present obstacles to enzymatic hydrolysis of lignocellulosic 
polysaccharides for biorefinery. Herein, we identified factors that control secondary cell 
wall formation and manipulated expression of genes encoding the factors. Analysis of the 
transgenic plants thus obtained indicated that they had lower lignin contents and that 
the lignin structures and amounts affected largely the enzymatic saccharification 
efficiency. This provides useful information on future molecular breeding of 
lignocellulosic materials for biorefinery. 
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１．研究開始当初の背景 

研究開発当初、可食資源の液体燃料化が大
きな社会問題をもたらしていた。そして、非
可食資源である木質からのバイオエタノー
ル製造の各工程について、技術革新によるコ
スト削減を目指した研究開発が世界的に急

激に盛んになっていた。木質からのバイオエ
タノールと化成品の製造の第一段階は、いず
れも木質多糖成分の糖化（多糖分解によるグ
ルコースなどの生産）であるが、リグニンが
多糖を被覆していること、及び木質成分が全
体として強固な集合構造を形成しているこ
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となど、木質成分の構造上の問題に起因して
糖化が著しく阻害されている。すなわち、糖
化以降の段階の技術革新に加え、原料改質が
重要な標的となっており、長年に亘り木質科
学分野で培われてきた木質細胞壁に関する
知見の活用が希求されていた。 

 

２．研究の目的 

上記背景のもとで、本研究ではバイオ液体
燃料製造に適する木質の作出を目的として、
木質形成代謝の統御ネットワーク機構解明
に基づいて、木質細胞壁成分の量、構造、及
び全体の存在状態を制御することにより、高
効率糖化を可能とする木質バイオマスの作
出を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1)シロイヌナズナのリグニン合成関連転写
因子等の候補遺伝子の特定 
モデル植物であるシロイヌナズナを材料

として用い、リグニン合成経路であるケイヒ
酸モノリグノール経路上の鍵酵素と共発現
する転写因子等の候補遺伝子５種を、遺伝子
共発現ネットワーク解析により絞り込んだ。 
  
(2)ポプラのリグニン合成関連転写因子等の
候補遺伝子の特定 
ポプラマイクロアレイデータの解析、形質

転換コンストラクトの作成、１種類の転写因
子遺伝子の過剰発現体の作出を行った。 
   
(3)細胞壁形成制御に関わる候補遺伝子の機
能解析 
絞り込んだシロイヌナズナの細胞壁形成

制御遺伝子候補の中から RING フィンガータ
ンパク質をコードする遺伝子について詳細
に解析した。 
 
(4)実用植物における木質形成関連遺伝子の
発現制御 
シロイヌナズナを用いた木質形成統御遺

伝子の機能解析研究を実用植物（イネとポプ
ラ）に展開し、実用形質転換植物の生産する
木質の酵素糖化効率を評価した。 
 
４．研究成果 
 

(1)シロイヌナズナのリグニン合成関連転写
因子等の候補遺伝子の特定 
シロイヌナズナを材料として用い、リグニ

ン合成経路であるケイヒ酸モノリグノール
経路上の鍵酵素の一つである CCoAOMTと共発
現する転写因子の候補遺伝子５種を、遺伝子
共発現ネットワーク解析により絞り込んだ。 
 これら５種の候補遺伝子から擬陽性を除
くため、それぞれの遺伝子の発現を制御した
組換え（形質転換）シロイヌナズナ植物体を

作成した。 
 得られた組換えシロイヌナズナにつき、リ
グニンおよびリグニン合成前駆体を常法に
従って分析したところ、特定のリグニン前駆
体の生成を促進或いは減少している組換え
体が得られた。 
 以上により、リグニン生合成を含めた細胞
壁構築の制御に関わる転写因子等をコード
することが強く示唆される遺伝子が得られ
た。 
 
(2)ポプラのリグニン合成関連転写因子等の
候補遺伝子の特定 
 ポプラマイクロアレイデータの解析、形質
転換コンストラクトの作成、１種類の転写因
子遺伝子の過剰発現体の作出を行った。まず、
既に公表されているポプラの器官別のマイ
クロアレイデータを RMA法によって正規化し、
相関係数の解析により、二次木部で特異的に
発現している転写因子遺伝子を 23 種類絞り
込んだ。次に、この中から 3 種類の転写因子
遺伝子を選び、各々につき、CaMV35S プロモ
ーターの制御下、コード領域の C-末端の終止
コドンの直前に VP16 転写活性化ドメインを
挿入したコンストラクトと、SRDX 転写抑制化
ドメインを挿入したコンストラクトを作成
した。さらに、アグロバクテリウムを介した
形質転換により、１種類の転写因子遺伝子の
発現制御用コンストラクトをポプラに導入
し、約 10系統の形質転換体を得た。 
   
(3)細胞壁形成制御に関わる候補遺伝子の機
能解析 

(1)で選抜された細胞壁形成制御遺伝子候
補の中から RING フィンガータンパク質をコ
ードする遺伝子について詳細に解析した。 
まず、形質転換体のリグニン芳香核構造解

析のためのミクロハイスループットリグニ
ン分析法を確立した。次いで、プロモータ
ー:GUSコンストラクト導入個体において GUS
染色パターンを調べたところ、この遺伝子は、
花茎の維管束間繊維や胚軸の二次木部にお
いて、二次壁形成の初期に強く発現している
ことを見出した。次に、過剰発現およびノッ
クアウト変異体の花茎における遺伝子発現
を調べたところ、セルロース、ヘミセルロー
ス、リグニンの各酵素遺伝子の遺伝子発現が
野生型と比べ変異体において変化していた。
また、この遺伝子に YFPを接続したコンスト
ラクトをシロイヌナズナのプロトプラスト
で発現させ、蛍光顕微鏡で観察したところ、
YFPシグナルは、細胞膜に局在した。さらに、
この遺伝子のリコンビナントタンパク質を
用いてユビキチン化反応を行ったところ、自
己ユビキチン化反応を触媒した。また、デュ
アルルシフェラーゼアッセイおよびゲルシ
フトアッセイにより、この遺伝子は二次壁形



成のマスター転写因子である MYB46によって
直接的に転写活性化を受けることが示され
た。以上より、この RING フィンガータンパ
ク質は、二次壁形成に関与するユビキチンリ
ガーゼであることを明らかにした。 
 
(4)実用植物における木質形成関連遺伝子の
発現制御 
これまでのシロイヌナズナを用いた木質

形成統御遺伝子の機能解析研究を実用植物
（イネとポプラ）に展開し、実用形質転換植
物の生産する木質の酵素糖化効率を評価す
る研究を行った。ポプラについては、転写因
子過剰発現および発現抑制形質転換体を組
換え温室で 1年間栽培し、幹の木材の部分を
収穫後粉末化し、木質成分と酵素糖化効率を
調べるためのサンプルを調製した。今後、こ
れらのサンプルを詳細に解析する予定であ
る。 
一方、イネについては、木質成分合成酵素

遺伝子の発現パターンと相関の高い転写因
子遺伝子をデータベース検索により選抜し、
選抜された転写因子遺伝子の発現解析およ
び機能解析と、発現を制御した形質転換体の
栽培実験を行った。具体的には、リグニン合
成酵素遺伝子である COMTや 4CL、セルロース
合成酵素遺伝子である CesA、キシラン合成酵
素遺伝子である GT43Bなどの細胞壁合成酵素
遺伝子の発現パターンと相関の高い転写因
子遺伝子をデータベース上で調べ、MYB 転写
因子遺伝子が多く含まれていることを見出
した。そこで、これらの MYB 転写因子遺伝子
の転写活性化能について、イネ培養細胞への
一過的形質転換を用いたデュアルルシフェ
ラーゼアッセイによって調べ、4 種類の転写
因子遺伝子のうち、2 種類は転写活性化能が
高く、2 種類は転写活性化能が低いことを明
らかにした。また、転写活性化能の低い 2 種
類の転写因子は、皮層繊維が急速に発達する
出穂期の稈で特異的に発現していることを
見出した。4 種類の転写因子が各々活性化す
る下流遺伝子を明らかにするため、CAldOMT、
CesA、GT43B などのプロモーターを用いてデ
ュアルルシフェラーゼアッセイを行ったと
ころ、4 種類のうち 3 種類の転写因子は、セ
ルロース合成酵素遺伝子(CesA)に対する転
写活性を示した。この 3種類の転写因子のう
ちの１つは、シロイヌナズナにおいてリグニ
ン生合成を特異的に制御すると示されてい
る MYB転写因子のイネオーソログであると考
えられるため、イネとシロイヌナズナでは、
二次壁成分生合成遺伝子に対する MYB転写因
子による転写制御機構が異なっている可能
性が考えられた。 
また、転写因子遺伝子の発現を制御した形

質転換イネの細胞壁成分分析と酵素糖化効
率を求め、形質転換木質バイオマスのバイオ

燃料化に対する適性を評価した。 
以上より、リグニンの量と構造が酵素糖化

性に及ぼす影響に関する基本的知見が得ら
れ、今後の分子育種に対する指針が得られた。 
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