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研究成果の概要（和文）：モノリグノール輸送体候補遺伝子を選出するため、シロイヌナズナ培養細胞の管状要
素誘導経時および植物体器官別サンプルを用いて、輸送体遺伝子とリファレンスとしての二次壁形成やリグニン
生合成関連遺伝子の発現を定量し、統計ソフトRを用いて解析した。その結果、管状要素誘導時発現解析では4輸
送体遺伝子を、器官別発現解析では5輸送体遺伝子をモノリグノール輸送体候補に選出した。候補のうち4遺伝子
の一遺伝子ノックアウト体のリグニン量に大きな変化はなかったが、根に特異的な発現を示した遺伝子の一遺伝
子ノックアウト変異体では、候補として選抜された他の輸送体遺伝子の発現が上昇したことから、3遺伝子の機
能重複が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The candidate genes for extracellular monolignol transport were screened. 
Tracheary element (TE) induced cells in which lignification is promoted was employed. Besides, 
different plant organ samples, which has different lignification were also applied. The expression 
analysis of the transporter genes in these samples was performed. Secondary wall formation and 
lignin synthesis related genes were also subjected to the analysis as references. Expression profile
 with TE differentiated samples showed four transporter genes highly expressed synchronously with 
reference genes. Besides, five transporter genes from plant organ analysis were also screened as 
candidates. There was no significant change in the amount of lignin in the single gene knockout 
mutant of the candidates. The expression levels of two other candidates were largely promoted in the
 single gene knockout plant, suggesting that these transporter candidates were functionally 
redundant. 

研究分野： 木質科学

キーワード： リグニンモノマー　輸送体　細胞壁形成　培養細胞　分化誘導　発現解析　リアルタイムPCR　統計解析

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 木質からパルプやバイオエタノールを効率
的に生産するためにリグニン含有量の低い樹
木や易分解性のリグニン構造を有する樹木の
創生が求められる。このような樹木の改質に
はリグニン生合成機構の制御が有用となる。
しかし、リグニン含有量が減少しても樹木自
体の生育不良や、異なる成分の含有量への影
響等期待通りの形質を付与することは難しい。 
	 この原因の一つとして、リグニン生合成過
程のうち、リグニンモノマーの細胞外輸送に
ついては未解明部分が多く残されており、リ
グニン生合成の全体像が明らかにされていな
いことが挙げられる。そこで、リグニンモノ
マーの細胞外輸送に関わる輸送体遺伝子を明
らかにし、細胞外輸送メカニズムを解明する
必要がある。 
 
２．研究の目的 
	 シロイヌナズナ培養細胞および植物体由来
のサンプルを用いて、リグニンモノマー輸送
体遺伝子およびリグニン生合成や二次壁形成
関連遺伝子の発現プロファイルを明らかにし、
二次壁形成およびリグニン沈着と同調的に変
化する輸送体を見いだし、リグニンモノマー
の細胞外輸送に関与する候補遺伝子を選出す
る。 
 
３．研究の方法 
	 リグニン生合成に関与する遺伝子は、リグ
ニン生合成が活発に行われている部位で活発
に発現していることが予想される。そこで本
研究では、培養細胞を用いて二次壁形成が促
進される管状要素誘導を行い、輸送体遺伝子
およびリグニン生合成や二次壁形成関連遺伝
子の経時的な発現量をリアルタイム PCRで計
測した後、各遺伝子発現量を統計解析処理に
供し、輸送体候補遺伝子の絞り込みを行った。
また、維管束植物は進化の過程でリグニン沈
着を伴う厚い二次壁形成能を獲得し、維管束
を発達させたと考えられることから、維管束
植物のみが保有する輸送体遺伝子群を選出し、
管状要素誘導系において、リグニン生合成や
二次壁形成遺伝子と同調的に強発現した遺伝
子群と併せて、リアルタイム PCRを用いた植
物体器官別遺伝子発現解析を行った。実際の
植物体においてこれらの輸送体遺伝子がいつ
どこで発現しているのか明らかにすることで、
リグニン生合成関連輸送体を絞り込んでいく。 
 
４．研究成果 
(1) 管状要素誘導系を用いた輸送体候補遺伝
子の選出 
 
① シロイヌナズナ培養細胞 T87 株の管状要
素誘導 
	 既報による 1 µM ブラシノリド (終濃度)を
用いた管状要素誘導条件を参考に、シロイヌ
ナズナ培養細胞 T87 株の管状要素誘導条件を
検討した。誘導条件のうち、ブラシノリド濃

度は 1 µM で固定し、前培養時の培地濃度条
件、誘導時のホウ酸の添加、リン酸二水素カ
リウムの添加の有無を検討した。木化した細
胞の比率はリグニン沈着を検出するフロログ
ルシンによって染色された細胞の存在比とし
て定義した (図 1)。この結果、1×MS で前培
養後 1/3×MSで誘導した場合は、同条件前培
養後 1×MSで誘導した場合と比べて、誘導後
8 日時点の木化細胞比率が 3 倍ほど高くなっ
た。またホウ酸とリン酸二水素カリウムの添
加は木化細胞比率に有意に影響を与えなかっ
た。よって管状要素誘導条件は、前培養を 1×
MS で行い、誘導を 1/3×MS で行うことにし
た。誘導後 14日間までの木化細胞比率を測定
すると、9日目で木化細胞比率が 40%を超え、
それ以降 14 日までほとんど変化しなかった 
(図 2)。従って、以降の遺伝子発現解析では誘
導 0日から 10日までの 2日ごとの細胞をサン
プリングして用いることにした。 
 

図 1 管状要素誘導シロイヌナズナ培養細胞フ
ロログルシン染色 
左: 誘導 0日, 右: 誘導 14日 
 

図 2 管状要素誘導後の木化細胞比率経時変化 
 
② 管状要素誘導時の経時的遺伝子発現プロ
ファイリング 
	 リグニン生合成が活発に行われている時期
にリグニン生合成に関与する遺伝子が強く発
現し、リグニン生合成に関与する輸送体も同
様に発現が活性化することが期待できる。既
報よりリグニン生合成および二次壁生合成に
関与する遺伝子をリファレンス遺伝子として
選択した (表 1)。管状要素誘導後 0日から 10
日まで経時的に採取した細胞から調製した
cDNA と各遺伝子特異的プライマーを用いて、
リアルタイム PCRで相対発現量を求めた。次
いで、得られたデータを統計解析し（ソフト
R）、ヒートマップを作成した (図 3)。 
	 発現量パターンによるクラスタリングの結
果、リグニン生合成転写因子である MYB58と、
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リグニンモノマーの一つである p-クマリルア
ルコール輸送体と推定されている ABCG29 が
同じクラスターに分類された (図 3、クラスタ
ーIV)。また、最も近いクラスターにはプログ
ラム細胞死関連遺伝子である XCP1 や、二次
壁生合成転写因子である MYB46や、細胞壁重
合酵素と予想される AtPrx25 が含まれた (図
3、クラスターIII)。MYB58および ABCG29と
同じクラスターに属する ABCG11、ABCG22、
ABCG36 もリグニン生合成関連遺伝子と同時
期に強い発現が認められることから、リグニ
ン生合成関連輸送体の可能性があると予想し
た (図 3、クラスターIV)。 
 
表 1 リファレンス遺伝子群 
遺伝子名 機能 
VND6 

木化、細胞壁形成、リグニン

生合成関連転写因子 

VND7 
MYB46 
MYB58 
ANAC005 
C4H 

モノリグノール生合成酵素 CAD5 
CCR1 
AtPrx2 

モノリグノール脱水素重合	

酵素 AtPrx25 
AtPrx71 

BGLU45 
モ ノ リ グ ノ ー ル 配 糖 体	 	 	

加水分解酵素 
CesA7 セルロース生合成膜酵素 
XCP1 プログラム細胞死調節 

 
 

 
 

 
 

 
 
図 3 管状要素誘導後の輸送体遺伝子とリグニ
ン生合成および二次壁形成関連遺伝子の発現
パターン 
赤: 低発現, 緑: 高発現 

(2) シロイヌナズナ植物体の植物器官別発現
解析による輸送体候補遺伝子の予測 
 
	 維管束植物のみが保有する 10 輸送体遺伝
子と培養細胞誘導系における発現解析でリグ
ニン生合成や二次壁形成関連遺伝子と同調的
に発現上昇した 4 輸送体遺伝子を対象遺伝子
とし、実際の植物体内でこれらの輸送体がい
つ、どこで発現しているか明らかにすること
でリグニン生合成に関与する輸送体を予想す
ることにした。 
	 4 週齢および 6 週齢のシロイヌナズナ植物
体からそれぞれ 5植物器官 (茎上部、茎下部、
ロゼット葉、茎生葉、根)をサンプリングして
cDNA を調製した (図 4)。これらの cDNA を
鋳型にして、輸送体遺伝子とリグニン生合成
および二次壁生合成関連遺伝子との発現量を
リアルタイム PCRによって測定し、統計解析
ソフト Rで発現パターンをクラスタリングし
てヒートマップを作成した (図 5)。 
	 6 週齢の茎上部サンプルおよび 6 週齢の根
サンプルの一つでは、木部形成転写因子であ
る VND6 と VND7、モノリグノール生合成遺
伝子である CCR1と C4H、プログラム細胞死
関連遺伝子である XCP1 が同調的に強く発現
していることが示された。これに最も近いク
ラスターに二次壁生合成転写因子 MYB46 お
よびリグニン生合成転写因子 MYB58 が分類
された。また同じクラスターに p-クマリルア
ルコール輸送体と推定されている ABCG29 も
含まれた (図 5 オレンジ線囲み)。この結果よ
り、このクラスターに分類された ABCG33 は
リグニン生合成に関与する可能性が期待され
る。 
	 4 週齢および 6 週齢根のサンプルではリグ
ニン重合酵素遺伝子である AtPrx25 と同様に
ABCG30、ABCG34、ABCG37、ABCG29、ABCG33
が強く発現していた  (図 5 水色線囲み )。
ABCG30、ABCG34、ABCG37 は根に部位特異
的な発現を示していることから、根のリグニ
ン生合成関連輸送体である可能性が考えられ
る。 
	 ABCG29 を除き、管状要素誘導系でリグニ
ン生合成遺伝子や二次壁生合成遺伝子と発現
パターンが類似していた遺伝子は、植物体器
官別発現解析において、リファレンス遺伝子
と異なる発現パターンを示した。この要因と
して管状要素誘導によって形成される細胞が
主に道管要素からなるため、繊維細胞や柔細
胞を含む植物体サンプルと異なることが考え
られる。 
	 以上の結果より、5 つの輸送体遺伝子
ABCG29、ABCG33、ABCG30、ABCG34、ABCG37
をリグニン生合成関連輸送体候補遺伝子とし
て選出した。 
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図 4 植物器官別遺伝子発現解析において対象
とした植物器官イメージ図 
 

 
 

 
 

 
図 5 異なる週齢の植物器官別発現パターン 
網掛け: 6週齢, 白地: 4週齢 n = 3 
 
(3) 候補遺伝子の一遺伝子ノックアウト体を
用いた機能推定 
 
①一遺伝子ノックアウト変異体リグニン分析 
	 候補輸送体遺伝子が実際の植物体において
リグニン生合成に寄与しているか調べるため、
標的遺伝子の機能欠損体を用いて、リグニン
分析を行った。 
	 輸送体候補遺伝子のうち 4 遺伝子の一遺伝
子ノックアウト変異体のホモ接合体を選抜し
て、アセチルブロマイド分析法でリグニン量
を算出した。 
 
表 2 一遺伝子ノックアウト体リグニン量 
野生型リグニン量を 100%としたときの変異
体リグニン量 (n = 3) 

 

野生型リグニン量を 100%とした時の変異型
リグニン量の割合を求めた結果 (表 2)、いず
れの変異体も野生型と比較してグニン量に変
化はなかった。 
 
②一遺伝子ノックアウト植物体での輸送体候
補遺伝子発現量 
	 発現解析において同時期に発現していた輸
送体遺伝子同士は同一ファミリーに属してお
り、重複した機能を持つ可能性がある。そこ
で、一遺伝子ノックアウトが別遺伝子の発現
に影響を与えるか調査した。根ですべての輸
送体候補遺伝子の発現が認められたため、4週
齢の根のサンプルを用いた。ホモ接合体選抜
を終えた一遺伝子ノックアウト変異体におけ
る発現量を半定量的 RT-PCR によって測定し
た。 
	 各一遺伝子ノックアウト変異体で、ノック
アウト遺伝子の増幅は見られず、目的遺伝子
の発現が RNA レベルで欠失していることを
確認した (表 3)。 
	 abcg34では野生型と比較して ABCG30の発
現量が 4.2倍程高くなり、反対に abcg30にお
ける ABCG34 の発現量は、野生型の 2.6 倍と
なった  (表 3)。この結果より ABCG30 と
ABCG34 は一方の機能が失われると、他方が
機能を補完する、機能重複の可能性が示唆さ
れた。さらに ABCG37 の発現量も abcg30 と
abcg34 では野生型の 2 倍程度高くなった (表
3)。ABCG30、ABCG34、ABCG37はシロイヌナ
ズナの器官別発現解析において根特異的に、
かつ同調的に発現していたことからも(図 5)、
これらの遺伝子が機能重複している可能性が
予想された。 
 
表 3 変異体における輸送体候補遺伝子相対	
発現量 
 G29 G30 G33 G34 G37 
abcg29 - - 1.9 1.5 1.3 
abcg30 2.0 - 2.4 2.6 2.1 
abcg33 1.6 - - 2.1 1.6 
abcg34 2.1 4.2 1.8 - 1.9 
G: ABCGの省略 
野生型植物体での発現量を 1とした (n = 3) 
 
(4) 総括 
	 培養細胞誘導系を用いた経時的発現解析お
よび植物体の植物器官別発現解析によって、
リグニンモノマー関連輸送体候補遺伝子を選
出した。 
	 培養細胞を用いた管状要素誘導系での経時
的な発現解析では、 ABCG11、 ABCG22、
ABCG36、ABCG29がリグニン生合成および二
次壁生合成関連リファレンス遺伝子と同調的
に発現した。一方、植物体を用いた器官別発
現解析では、リグニン生合成が活発に行われ
ていることが予想される 6 週齢の茎上部では
ABCG29 と ABCG33 が、4 週齢および 6 週齢
の根で ABCG29、ABCG33、ABCG30、ABCG34、
ABCG37 がそれぞれリファレンス遺伝子と同

変異体 リグニン量 (%) 
WT 100 

abcg30 102 ± 3 
abcg33 102 ± 4 
abcg34 96 ± 5 
abcg29 102 ± 3 
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調的に発現しており、リグニン生合成関連輸
送体の可能性が示唆された。 
	 輸送体候補遺伝子の一遺伝子ノックアウト
変異体のリグニン量は野生型と比較して顕著
な差は得られなかった。一遺伝子ノックアウ
ト変異体の他輸送体候補遺伝子の発現量を相
互比較すると、根特異的に同調的に発現して
いた ABCG30、ABCG34は一方の遺伝子欠損時
に他方の遺伝子発現が上昇した。加えて
ABCG37の発現は ABCG30、ABCG34の機能欠
損時に上昇傾向が見られた。このことから
ABCG30、ABCG34、ABCG37 の遺伝子機能重
複が示唆された。 
	 これらの輸送体が実際にリグニン生合成に
関与している事を証明するために、ダブルノ
ックアウト変異体の作出およびそれらのリグ
ニン分析を行う必要がある。また、シロイヌ
ナズナ培養細胞を用いた輸送体候補遺伝子の
過剰発現体を作成し、ATP 依存的にリグニン
モノマーの輸送がなされるか検証していく。 
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