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研究成果の概要（和文）：二次壁形成初期には、モノリグノール配糖体の一種であるコニフェ

リンが ATP 依存的に液胞中に活発に取り込まれ、細胞壁の木化が活発な段階になると液胞

中から徐々に消失して行くことが明らかになった。モノリグノール類の輸送に関わるタン

パク質の候補遺伝子に T-DNA が挿入されたシロイヌナズナを調べると、シリンギルリグニ

ンの呈色反応であるモイレ反応で弱く呈色し、化学分析によりシリンギルリグニン量が少

ない変異株が１つ見つかった。 
 
研究成果の概要（英文）： Coniferin was actively transported into vacuole in the presence of 
ATP in early stage of secondary wall formation in poplar and Japanese cypress. Coniferin 
accumulated in vacuole gradually decreased in later stage of secondary wall formation. We 
collected the Arabidopsis seeds in which T-DNA was inserted to the candidate gene 
involved in monolignol transportation, and grew them for 10 to 12 weeks. Then we 
investigated the lignin distribution in interfasicular fibers of stalk. One of the 
transformants showed low syringyl lignin content in the secondary wall of interfasicular 
fibers. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2009年度 8,000,000	
 2,400,000	
 10,400,000	
 

2010年度 2,900,000	
 870,000	
 3,770,000	
 

2011年度 2,400,000	
 720,000	
 3,1200,00	
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総	
 計 13,300,000	
 3,990,000	
 17,290,000	
 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：森林学・木質科学 
キーワード：分化中木部、細胞壁、モノリグノール、膜輸送、コニフェリン、木化、シリンギ

ルリグニン、T-DNA  
 
１．研究開始当初の背景 
	
 植物細胞壁の木化は、①細胞内でのモノリ
グノール類の生合成、②モノリグノール類の
細胞壁への輸送、③細胞壁でのモノリグノー
ル類の脱水素重合による高分子化、の３段階

で進行する。 
	
 ①のモノリグノール生合成に関しては、主
に申請者らの研究により、モノリグノール中
間代謝物が細胞質ゾルと細胞小器官の膜上
を行き来して合成されることが明らかにな
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っている。また、③のモノリグノールの重合
に関与すると思われる酸性ペルオキシダー
ゼは、二次壁形成中の細胞の細胞膜上に存在
することも明らかになった。 
	
 一方、②のモノリグノール輸送に関する研
究は皆無であった。そこで、本研究では細胞
膜上にモノリグノール輸送に関与するタン
パク質が存在するものと考え、細胞膜を単離
して輸送活性を調べるとともに、そのタンパ
ク質合成をコードする遺伝子を調べること
を目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の３点を研究目的とした。 
（１）	
 モノリグノール類やモノリグノー
ル配糖体の輸送に関わるタンパク質（以下モ
ノリグノールトランスポーターと略記）の同
定と細胞内での局在を明らかにする。 
（２）	
 モノリグノールトランスポーター
の遺伝子を単離し同定する。 
（３）	
 モノリグノール類の重合に関与す
る酵素を特定する。 
 
３．研究の方法 
（１）成長の盛んなポプラとヒノキの樹皮を
剥ぎ、分化中木部をかき取った。軽くホモジ
ナイズした後、細胞壁残渣をろ過して分けと
り、ろ液より超遠心機を用いてミクロソーム
膜画分を得た。ミクロソーム膜画分に、モノ
リグノールのコニフェリルアルコール、シナ
ピルアルコール、コニフェリルアルデヒド、
シナップアルデヒド、ならびにモノリグノー
ル配糖体のコニフェリン、シリンジンを投与
して、ATPの存在下、非存在下でそれらのミ
クロソーム膜画分への取込みを調べた。 
（２）精密ショ糖密度勾配遠心法により、ポ
プラやヒノキのミクロソーム膜画分より細
胞小器官膜を単離した。各小器官由来の膜画
分にモノリグノール類、ならびにモノリグノ
ール配糖体を投与し、膜画分への取り込みを
調べた。 
（３）シロイヌナズナ共発現解析データベー
スを用い、モノリグノール生合成関連遺伝子
と共発現している膜輸送関連遺伝子群を絞
り込み、モノリグノールトランスポーター候
補遺伝子とした。 
（４）モノリグノールトランスポーター候補
遺伝子に T-DNA が挿入されたシロイヌナズ
ナを育て、細胞壁中でのリグニン分布やリグ
ニン量の定量を行った。 
（５）モノリグノール類の重合に関与すると
思われる酵素の分布を、免疫電子顕微鏡法で
調べた。筆者らはすでに酸性ペルオキシダー
ゼの分布を調べており、今回は木部で発現が
報告されているラッカーゼの分布を調べた。
報告されているラッカーゼのアミノ酸配列
より、抗原決定基になりうる配列を選び、ペ

プチドを合成、ペプチドにヘモシアニンを結
合させ抗原とした。抗原をラビットに感作し、
抗血清を得た。抗血清をアフィニティ精製し
実験に用いた。 
	
 ポプラ分化中木部を液化プロパンを用い
て急速凍結し、パラホルムアルデヒドを含む
アセトン溶液で−80℃で凍結置換固定した。
固定後、試料を LR-White樹脂に包埋した。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 ポプラ、ヒノキの分化中木部より超遠心法
によりミクロソーム膜画分を得て、モノリグ
ノール類ならびにモノリグノール配糖体を
投与したところ、コニフェリンのみが ATP 依
存的にミクロソーム膜画分に取り込まれた。
ATP の代わりに AMP を加えても、コニフェリ
ンの取り込みは認められなかった。	
 
	
 ミクロソーム膜画分に ABC トランスポータ
ーの阻害剤を加えてコニフェリンの輸送を
調べたところ、阻害剤の影響は全く認められ
なかった。一方、液胞局在性 ATPase の阻害
剤を加えると、明らかにコニフェリンの取り
込みは抑制された。さらに、プロトン勾配を
解消する試薬を用いても、コニフェリンの輸
送は阻害された。	
 
	
 ミクロソーム膜画分をさらに精密ショ糖
密度勾配遠心法により、細胞膜に富む画分、
粗面小胞体に富む画分、液胞膜に富む画分に
分け、モノリグノール類やモノリグノール配
糖体の取り込みを調べたところ、液胞膜に富
む画分でコニフェリンが ATP 依存的に取り
込まれることが分かった。 
	
 以上の結果より、コニフェリンを輸送する
タンパク質は液胞膜上に存在し、液胞に局在
するATPaseの働きによって液胞内に運搬さ
れたプロトンを液胞外に輸送する際に、液胞
の外に存在していたコニフェリンを液胞内
に対抗輸送するものと思われた。 



 

 

	
 シロイヌナズナ共発現解析データベース
（CSB.DB、CoP、ACDMT）を用い、モノリグ
ノール生合成関連の遺伝子（例えば PAL、
COMT、CAD）発現と協調発現している遺伝子
群、膜輸送関連遺伝子群、膜貫通ドメイン
を持つ遺伝子群などを検索し、これらの中
より 47 のモノリグノール輸送関連候補遺
伝子に絞り込んだ。候補遺伝子に T-DNA が
挿入された種子をシロイヌナズナ生物資源
センターより取得して発芽させ、１０～１
２週間栽培した。これらの変異株より花茎を
採取し、維管束や維管束間繊維のリグニン分
布を調べた。その結果、シリンギルリグニン
の呈色反応であるモイレ反応で弱く呈色す
る変異株が１つ見つかった。この変異株の花
茎を化学分析に供したところ、リグニン量は
野生型と同じであったが、シリンギルリグニ
ン量が少なかった。	
 
	
 シロイヌナズナの cDNA ライブラリより候
補遺伝子の cDNA を取り出して大腸菌で大量
発現させ、タバコ BY-2 培養細胞で過剰発現
させた。蛍光顕微鏡で候補遺伝子の発現部位
を確認した所、細胞膜上での発現が明らかと
なった。したがって、候補遺伝子に由来する
タンパク質は、細胞膜に局在することが明ら
かになった。	
 
	
 
	
 抗ラッカーゼ抗体を用いてポプラ分化中
木部を免疫標識すると、標識は分化中木部の
木繊維細胞壁上に現れるとともに、放射柔細
胞壁にも現れた。免疫電子顕微鏡法で観察す
ると、標識は主に木繊維二次壁上に認められ、
放射柔細胞では protective	
 layer 上に局在
していた。	
 
	
 これまでの酸性ペルオキシダーゼの局在
や、ラッカーゼの局在を合わせてモノリグノ
ール類の重合について以下のように考察し
た。細胞膜を通過して輸送されたモノリグノ
ール類は、酸性ペルオキシダーゼにより細胞
膜近傍でラジカル化されるか、あるいはラッ
カーゼにより細胞壁中でラジカル化され、高
分子化されるものと思われる。	
 
	
 放射柔細胞の protective	
 layer に局在す
るラッカーゼは、傷害を受けた時に即座に反
応できるように、あらかじめ protective	
 
layer に局在しているものと思われる。	
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