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研究成果の概要（和文）：モノリグノールのフェノール酸エステル体は、イネ科やヤシ科などの細胞壁などに含まれて
おり、これらのリグノセルロースを有効に使うためには、その生合成の改変が必要となる。しかし、改変の基盤となる
生合成機構に関する知見は極めて少ない。そこで、本研究では、モノリグノールのフェノール酸エステル化酵素を同定
し、フェノール酸エステル含量や構造が変化したリグノセルロースの創出へつながる基盤的知見を得ることを目的とし
た。その結果、アスパラガスから新規なp-クマロイル化酵素を見出すとともに、インシリコ解析によりポプラの分化中
木部で高発現するモノリグノールアシル化酵素遺伝子の候補を２種類見出した。

研究成果の概要（英文）：The esters of monolignols with phenolic acids have been found in cell walls of 
plants including grasses and palms. To utilize effectively to these cell walls, the modification of the 
cell walls are required. However, the fundamental knowledge for the biosynthetic mechanism has not been 
well-known. In this study, we aims at identifying acyltransferases from several plants for monolignols to 
lead engineering linognocelluloses in these crops. We found a novel p-coumaroyltansferase for monolignol 
from asparagus, and identified two candidate genes for acyltransferases highly expressed in poplar 
developing xylem.

研究分野：リグニン
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１． 研究開始当初の背景 
リグノセルロースのバイオリファイナリ
ーにおける前処理工程では、リグニンにエス
テル結合して存在するフェノール酸が加水
分解を受けて遊離し、強力な発酵阻害物質と
なることが知られている。このような発酵阻
害の軽減は、発酵を経由したバイオリファイ
ナリーにおける主要課題の一つである。そこ
で、フェノール酸を含有しないリグノセルロ
ースの創出が希求されている。 
リグニンにエステル結合したフェノール
酸は、モノリグノールのフェノール酸エステ
ルがリグニンモノマーとして重合中に取り
込まれることで生成するとされている。研究
開始(2013年 4月)当時、モノリグノールのフ
ェノール酸エステルの生合成については、
Withers ら(2012)がイネ由来のエステル化酵
素の同定を報告しているのみであった。彼ら
は、フェノール酸の一種である p-クマル酸の
CoA エステルが、BAHD アシル基転移酵素
ファミリーに属する酵素(p-クマロイル-CoA:
モノリグノールトランスフェラーゼ; PMT)
の触媒作用により、p-クマリルアルコールや
シナピルアルコールと反応し、各々p-クマル
酸 p-クマリル、p-クマル酸シナピルを与える
ことを大腸菌から調製した組換え酵素を使
って示していた。一方、モノリグノールとフ
ェノール酸がリグニン中でエステル結合し
ている構造は、イネ科植物のみならず、ヤナ
ギ科植物、ヤシ科植物など様々な植物から見
出されており、主にシナピルアルコールと p-
クマル酸や p-ヒドロキシ安息香酸とエステ
ル結合している場合が多いとされている。 
以上のように、モノリグノールのフェノー
ル酸エステル体の生合成機構については未
知の部分が多い上、リグニンがフェノール酸
エステル化された植物には、大型イネ科植物、
ポプラ、ヤナギ、パームなどリグノセルロー
ス原料植物として重要な種類を含んでいる
ことから、これらの植物のモノリグノールの
フェノール酸エステル生合成遺伝子の機能
同定という基礎研究から取り組み、フェノー
ル酸を含有しない実用的なリグノセルロー
ス植物を創出する必要があった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、様々な植物に存在するモノリ
グノールのフェノール酸エステル化酵素遺
伝子に着目し、これらの酵素遺伝子の機能を
明らかにし、フェノール酸を含有しないリグ
ノセルロースの創出へつながる基盤的知見
を得ることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
1) 研究対象材料の選定 
リグニンのフェノール酸エステルとして

p-ヒドロキシ安息香酸エステルを含むポプラ
と、これまでの我々の研究でノルリグナンの

一種である cis-ヒノキレジノールの生合成中
間体として p-クマル酸 p-クマリルを生成す
ると推定されているアスパラガス培養細胞
を研究対象材料とした。 

 
2) ポプラの遺伝子発現データベースからの
データマイニングと系統樹解析 
ポプラのゲノム配列から全 BAHD アシル
基転移酵素ファミリー遺伝子配列を抽出し、
近接結合法および最尤法による系統樹解析
を行った。また、既報のポプラマイクロアレ
イデータを解析し、ポプラのコニフェリルア
ルデヒド 5-ヒドロキシラーゼ(CAld5H)遺伝
子の発現と強い相関のある BAHD アシル基
転移酵素ファミリー遺伝子を選抜した。 

 
3) RNA-seq によるアスパラガス由来 p-ク
マリルアルコールの p-クマロイル化酵素
遺伝子の推定 
これまでの研究によって、アスパラガス培
養細胞は、エリシター処理により cis-ヒノキ
レジノールの生合成を誘導することが示さ
れているが、培養細胞から p-クマル酸クマリ
ルは検出されていない。しかし、これまでの
酵素反応結果は、p-クマル酸 p-クマリルが
cis-ヒノキレジノール生合成の直前の前駆体
であることを示している。 
そこで、研究代表者らは、エリシター処理
したアスパラガス培養細胞は、p-クマル酸 p-
クマリルを合成する酵素の遺伝子の発現が
誘導されていると考え、エリシター処理済み
およびエリシター未処理のアスパラガス培
養細胞を Illumina Hiseq-1000 による
RNA-seq 解析に供し、 CLC Genomics 
Workbenchによってコンティグを作成した。
また、これらのコンティグは、シロイヌナズ
ナの全タンパク質に対して BLASTX 検索お
よび Pfamモチーフ検索を行うことによって、
BAHD アシル基転移酵素ファミリーに属す
るか否かのアノテーション付けを行った。ア
ノテーション付けされたコンティグの中か
ら、BAHDアシル基転移酵素ファミリータン
パク質をコードするものを選び、その中から
エリシター処理によってエリシター未処理
細胞に対して RPKM 値（遺伝子発現量に相
当）が大きく増大するコンティグを選抜した。 
 
4) RNA-seq コンティグ配列情報を基にし
た cDNAクローニング 
選抜したコンティグの配列情報をもとに、
エリシター処理したアスパラガス培養細胞
の cDNAから PCRによりコンティグと同じ
配列を有する全長 cDNAを増幅し、pCR4ベ
クターにサブクローニングした。配列をシー
クエンスし、コンティグの配列と同一である
ことを確認した。しかし、PCRによりどうし
てもコンティグと一致した配列の得られな
かった場合については、全長遺伝子を委託合
成することにより取得した。 

 



5) 標品合成 
 酵素反応の予想生成物の化学合成標品を
Zhuら(2013)の方法により調製した。すなわ
ち、ヒドロキシケイ皮酸類および p-ヒドロキ
シ安息香酸を無水酢酸およびピリジン存在
下、アセチル化した。続いて、これらのアセ
チル化体とクロロギ酸エチルをトリエチル
アミン存在下、酢酸エチルを溶媒に用いて反
応させた。反応液を濾過し、0℃に冷却した
ろ液にジメチルホルムアミドと水素化ホウ
素ナトリウムを添加し反応させることによ
り、フェノール性水酸基がアセチル化された
ヒドロキシケイ皮アルコール類と p-ヒドロ
キシベンジルアルコールを得た。 
一方、アセチル化されたヒドロキシケイ皮
酸類および p-ヒドロキシ安息香酸を乾燥ジ
クロロメタン中、塩化オキサリルと反応させ
ることにより、それぞれの酸クロリドを得た。
続いて上述のアセチル化ヒドロキシケイ皮
アルコール類またはアセチル化 p-ヒドロキ
シベンジルアルコールと、アセチル化ヒドロ
キシケイ皮酸クロリド類またはアセチル化
p-ヒドロキシ安息香酸クロリドをジメチルア
ミノピリジンおよびトリエチルアミン存在
下、カップリングさせることにより、種々の
合成標品を得た。 

 
6) 組換え酵素の発現とキャラクタリゼーシ
ョン 
得られた全長 cDNA のコード領域を大腸
菌発現用ベクターのpColdIまたはpDEST17
にサブクローニングし、タンパク質発現用大
腸菌である BL21(DE3)株に導入した。得ら
れた複数の大腸菌コロニーを液体培地に植
菌し、OD600が 0.5 に至った時点でイソプロ
ピルチオガラクトシドを添加し、16℃で培養
することにより組換え酵素の発現を誘導し
た。培養終了後、遠心分離により菌体を回収
し、凍結保存した。凍結保存菌体は、バッフ
ァーに懸濁させ、超音波破砕し、遠心分離に
より上清と沈殿画分に分画した。これらを
SDS-PAGE分析に供すると共に、上清を粗酵
素液としてWithersら(2012)の用いた方法に
準じて酵素反応に供した。得られた酵素反応
生成物は酢酸エチル抽出し、乾燥後、残渣を
メタノールに再溶解させ、フィルター濾過し
た。得られたろ液を ESI法による LC-MS分
析に供し、酵素反応物が得られたかどうかを
評価した。 
 
 
４．研究成果 
1) ポプラの p-ヒドロキシベンゾイル化酵素
候補遺伝子 
ポプラのマイクロアレイデータ解析およ
び BAHD アシル基転移酵素ファミリーの系
統樹解析により、モノリグノールのアシル化
に関わると推定される酵素遺伝子を網羅的
に探索した。その結果、木部で特異的に遺伝
子発現が増大し、ポプラの CAld5H遺伝子の

発現プロファイルと類似した発現パターン
を示す BAHD アシル基転移酵素ファミリー
遺伝子を２種類見出した。 

 
2) アスパラガスの p-クマロイル化酵素の候
補遺伝子 
エリシター処理済および未処理のアスパ
ラガス培養細胞の RNA-seq 解析をそれぞれ
行い、あわせてコンティグを作成した。その
結果、22,937種類のコンティグを得ることが
できた。これら全てのコンティグに対し、
BLASTX解析およびPfamモチーフ解析を行
うことで、BAHDアシル基転移酵素ファミリ
ーに属するコンティグを 23 種類見出した。
そのうち、エリシター処理により RPKM 値
が大幅に増加するコンティグを４種類見出
し、これらをアスパラガスのノルリグナン生
合成に関与する p-クマロイル化酵素をコー
ドする候補遺伝子に相当するコンティグと
してさらに解析を進めることとした。 
3) アスパラガスの p-クマロイル化酵素の大
腸菌による異種発現 
４種類の候補遺伝子のうち、２種類の候補
遺伝子については、相当する組換え酵素が大
腸菌破砕液の可溶性画分に見出された。また、
１種類の候補遺伝子は、本研究開始以前にエ
リシター処理したアスパラガス培養細胞か
ら調製した cDNA ライブラリーをスクリー
ニングした際に単離された cDNA と同一で
あり、Pichia palstorisによる組換え酵素発現
により、ヒドロキシシンナモイルトランスフ
ェラーゼ（HCT）をコードすることが見出さ
れていた。 
組換え酵素が大腸菌破砕液の可溶性画分
に見いだされた２種類の遺伝子のうち、１種
類については、p-クマリルアルコールを p-ク
マロイル化する活性を示すことが LC-MS に
よる分析により示され、対応する遺伝子を
Asparagus officinalis p-hydroxycinnamoyl 
CoA: monolignol transferase (AoPMT)と命
名した。 

 
4) AoPMT とケイヒ酸／モノリグノール経
路上の酵素遺伝子の発現プロファイル 

RNA-seq解析により、AoPMTだけでなく
関連する代謝酵素遺伝子の発現プロファイ
ルを代謝経路上にマッピングすることによ
り、エリシター処理によって p-クマル酸 p-
クマリルおよび cis-ヒノキレジノール生合成
に関わると示唆されるケイヒ酸／モノリグ
ノール生合成経路上の酵素遺伝子が示され
た。さらにエチレン合成酵素である ACC オ
キシダーゼやエチレン応答性転写因子であ
る ERF 転写因子、ジャスモン酸応答性タン
パク質である JAZ、またWRKY転写因子な
ど、病傷害応答に関わると示唆される酵素や
転写因子、シグナルタンパク質の遺伝子発現
が顕著に増大していることが見出された。 
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