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研究成果の概要（和文）：本研究は、木質バイオマスの利用拡大に向けた基盤研究として、木質形成機構の解明を目指
す種々の研究に適用可能な植物細胞壁のイメージングツールの開発を目的とし、合成モノリグノールミミックと生体直
交型クリック反応を利用したリグニンの蛍光生体標識法の開発を行った。ケミカルレポーターとしてアジドおよびアル
キンを導入した新規な合成モノリグノールミミックの化学合成法を確立した。それら合成モノリグノールミミックとク
リック反応を利用したモデル植物シロイヌナズナの実生における細胞壁リグニンの蛍光イメージングを検討し、細胞壁
の木化の進行とともに合成されるリグニンを高感度に直接観察する手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Bioorthogonal click chemistry was commissioned to visualize the plant cell wall 
lignification process in vivo. This approach uses synthetic monolignol mimics tagged with chemical 
reporters (azide and alkyne groups) that can be metabolically incorporated into lignins in live plants, 
and subsequently derivatized via in vivo click reactions. We developed a synthetic strategy for producing 
γ-azide or γ-alkyne-tagged monolignol probes. Furthermore, we explored the utility of the chemical 
reporter-tagged monolignols to visualize cell wall lignification process in Arabidopsis. Overall, we 
anticipate that the developed monolignol probes and the methods using them will find broad applications 
in plant cell wall research.

研究分野：木質有機化学・生化学

キーワード： リグニン　植物細胞壁　バイオマス　生体イメージング　蛍光プローブ　クリックケミストリー
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１．研究開始当初の背景
 リグニンは、
ル類（モノリグノール）の酵素的脱水素重合
により生成する天然芳香属系高分子である。
リグニンは、維管束植物を特徴付ける細胞二
次壁の主要成分として、植物の生長調節に必
須の役割を担っている。リグニン生合成はシ
ダ類以上の維管束植物で共通の遺伝的形質
として保存されているものの、リグニンの構
造特性とそれを決定付ける各生合成遺伝子
の機能と発現調節は非常にフレキシブルで
あり、その多様性は陸上植物の進化とも密接
に関連すると考えられている。
質バイオマスを家畜飼料やパルプあるいは
バイオエタノ
する場合、細胞壁中のリグニンは諸々の阻害
因子として寄与する。
価値利用は経済性の優れたバイオマス利用
プロセス
の為、リグニン研究の基礎学術的な重要性に
加えて、
産生する植物
リグニンの生合成
活発な研究がなされている。
究により、モノリグノール生合成に関わる
種遺伝子
によるリグニンの量的・質的改変
りつつある。
おけるモノリグノールの細胞内外での動態
や細胞壁における時空間特異的な重合の制
御機構など、リグニン生合成の全容解明には
未だ多くの課題が残されている
ある。
 植物体内における
スの解析には、遺伝子発現や代謝物の解析な
どに加え、
察が必須
駆体であるモノリグノール
ように
ないため、その生体中での局在や動態を直接
観察する事は容易ではない。
表者らは、合成モノリグノールミミック、特
に蛍光モノリグノール（蛍光色素で標識した
モノリグノール誘導体）
のメタボリックラベルと
討してきた。
を用いたイメージング
的に嵩高い蛍光色素がモノリグノール本来
の運動性や反応性を妨げている点、使用可能
な色素が限定される点など、主にモノリグノ
ールに直接結合した色素に起因する問題点
があった
 一方、ケミカルレポーターとその生体直交
型反応（
したメタボリックラベル法が多くの生体分
子の生体イメージングに適用されている。
10,11 この手法では、立体的に小さく、生体で
不活性なケミカルレポーター（例えばアジド
やアルキン）を一次タグとして標的とする生
体分子に導入する。検出と可視化は、ケミカ
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４．研究成果 
（１）モノリグノールミミックの合成 
 モノリグノールの側鎖 γ 位にアルキルス
ペーサーを介してアジドもしくはアルキン
の導入した新規モノリグノールミミックの
合成を検討した（図２）。p-ヒドロキシケイ
ヒ酸類を出発物質として、THP エーテル保護、
γ位エステルのDIBAL-H 還元とアルキル化、
さらに脱保護により、γ-カルボキシメチル
モノリグノールを得た。これらとアジドおよ
びアルキンのアミン誘導体との縮合剤 PyBOP
を用いたアミド縮合を行い（収率 40-99%）、
目的とするグアイアシル（G）型、シリンギ
ル（S）型および p-ヒドロキシフェニル（H）
型モノリグノールミミックを得た（図２）。
また、アジドを導入したグアイアシル（G）
型モノリグノールミミック 1Gのイミデート
グリコシル化法を用いたグリコシル化（収率
40%）とイミデート糖に導入したアセチル保
護基をZemplen条件下で脱保護し（収率56%）、
アジドを側鎖に有するG型モノリグノール配
糖体（コニフェリン）ミミック 4Gも得た（図
２）。 
 
 

図２. ケミカルレポーターとしてアジドあるいは
アルキンを導入したモノリグノールミミック  
 
 
（２）G 型モノリグノールミミックの脱水素
重合と人工リグニンのクリック反応 
 合成したモノリグノール誘導体のリグニ
ン重合反応への適合性を調べるため、アジド
およびアルキンを導入したG型モノリグノー
ルミミックの実験室的脱水素重合を検討し
た。西洋わさび由来ペリオキシダーゼ（HRP）
を触媒としたモノリグノールミミック（1G
および 2G；図２）の脱水素重合反応により、
人工リグニン（DHP）が高収率に得られた。
２次元NMR 法によるDHPの構造解析を行った
ところ、DHP の NMR スペクトルには、リグニ
ンの主要結合様式に由来するシグナルに加
えて、ケミカルレポーターとスペーサーに由
来するピークが認められた。このことから、
いずれのモノリグノールミミックも通常の
モノリグノールと同様の重合能を有するこ
とが示唆された。 
 また高分子リグニンに導入されたケミカ
ルレポーターの反応性を検証する為、上記の
DHPと蛍光色素NBD 誘導体のクリック反応を
検討した。銅触媒下で行うクリック反応
（CuAAC 反応）ならびに銅触媒フリーで行う

改変型クリック反応（SPAAC 反応）を検討し
た。反応後の DHP の２次元 NMR 解析および蛍
光スペクトル解析により、いずれのクリック
反応の場合も、DHP に導入されたケミカルレ
ポーター残基におけるクリック反応が効率
的かつ選択的に進行していることが示され
た。 
 
（３）シロイヌナズナにおける細胞壁リグニ
ンのイメージング実験 
 モデル植物シロイヌナズナ（Col-0 株）を
用いて、G型モノリグノールミミック（1Gお
よび 2G;図２）によるリグニンのイメージン
グ実験をおこなった。なお、この実験の一部
は、Gent 大学の Wout Boerjan 教授、京都大
学の鈴木史朗博士および梅澤俊明教授らの
グループとの共同研究として実施した。 
 まず、種々の蛍光色素誘導体（図３）を用
いたクリック反応の有効性を簡易的に調べ
るため、アジドおよびアルキンを導入した G
型モノリグノールミミック（1G および 2G;
図２）取り込ませたシロイヌナズナの茎切片
を用いた標識実験を行った。アジドおよびア
ルキンを導入した蛍光色素 NBD 誘導体、
Fluor488 誘導体、Cy3 誘導体ならびに Cy5 誘
導体を用いた CuAAC 反応を行い、洗浄した切
片を共焦点レーザー顕微鏡で観察したとこ
ろ、リグニンが沈着する道管および繊維細胞
の二次壁に選択的な蛍光標識が見られた。こ
のことから、これら色素誘導体を用いた
CuAAC 反応がリグニン選択的な蛍光標識に有
効であることが示唆された。コントロールと
して、ケミカルレポーターを持たないモノリ
グノールによる標識、重合阻害剤（KI など）
を添加した系での蛍光標識を検討したが、い
ずれの場合も蛍光は微弱であった。 
 
 

図３. クリック反応を検討した蛍光色素誘導体 
 
 
 また、環状オクチンを導入した各種蛍光色
素による SPAAC 反応も検討したところ、色素
誘導体 AF488-DIBOや Cy3-DBCO（図３）
を用いた場合、木部細胞壁に比較的強い蛍光
標識がみられたものの、通常はリグニンの沈
着しない組織（表皮柔組織など）にもランダ
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