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論 文 の 内 容 の 要 旨

ペルオキシダーゼ(PO)はリグニン生合成の最終段階でモノリグノールの脱水素重合

を触媒すると考えられているが､植物内には生理化学的な役割を担っている多くのPOア

イソザイムが存在するため､未だリグニン生合成に関与するPOアイソザイムが特定され

るキこは至っていない｡この様な背景から､本論文ではシリンギル型とグアイアシル型モノ

リグノールに特異的なPOアイソザイムが広葉樹のシリンギルリグニンおよ-びグアイアシ

ルリグニンの生合成を制御しうるという仮説に基づき､シリンギル型基質に特異性の高い

POアイソザイムのシリンギルリグニン生合成における役割を研究した｡

本論文では先ず､シリンギルリグニンの生合成とPOの基質特異性との関連性を生理学

的に検証することを試みた｡モデル実験系としてユーカリ(且血血a血)実生苗に湾曲

処理を施すことにより人為的にあてを形成させ､あて形成に伴うリグニン組成変化とPO

画分のシリンギルおよびグアイアシル核基質に対する酸化活性の推移を比較した｡その結

果､あて形成部では湾曲処理30 日以降にシリンギルリグニンの割合が上昇し､これと同

調的に細胞壁イオン結合性PO画分のシリンギル核基質に対する酸化活性が上昇した｡こ

れらのことから､本画分中のシリンギル核基質特異的POアイソザイムとシリンギルリグ

ニン生合成の密接な関連性が強く示唆された｡

次いで､酵素学的見地からシリンギルリグニン生合成におけるPOアイソザイムの役割

を検討した｡先ず､ポプラカルスよりシリンギル核およびグアイアシル核基質に対して高

い特異性を有するPOアイソザイムSyPOとGPOを単離精製し､モノリグノールに対す

る酸化活性を比較した｡その結果､SyPOのみがシナピルアルコールに高い特異性を有し
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ていたが､GPOや西洋わさび由来のHRPもフェルラ酸やコニフェリルアルコールをラ

ジカルメディェ一夕ーとして共存させるとシナピルアルコールを酸化することが可能であ

ることを明らかとした｡次に､エンドワイズ型ポリマー形成の仮説に基づき､血川元mに

おけるシナピルアルコールとシナピルアルコールオリゴマーの脱水素重合反応を行った｡

その結果､SyPOはオリゴマーを高分子化させ脱水素重合物を生じたことから､シリンギ

ルリグニンの生合成に関与する可能性が強く示唆された｡一方HRPでは､シナピルテル

コール酸化活性としてSyPOの等量および5倍量に相当する酵素量を用いた場合でも､オ

リゴマーの脱水素重合が認められず､さらに､コニフェリルアルコールをラジカルメディ

エーターとして共存させた場合でもオリゴマーを高分子化させることはできなかった｡以

上のようにSyPOがシリンギルリグニン生合成へ関与する可能性が支持された一方で､

HRPの様なグアイアシル核基質に特異的なPOがシリンギルリグ主ンの生合成に関与す
る可能性は考え難いとの結論に達した｡

最後に､本論文ではSyPOの役割を遺伝子レベルで検討することを目的とし､eDNAの

単離を試みた｡POに保存性の高い配列を用いてポプラカルスのcDNAライブラリースク

リーニングを行った｡その結果得られたPOクローンはいずれも目的とするSyPOの

cDNAではなかったことから､次にRT･PCRによる単離を試みた｡精製SyPOの部分アミ

ノ酸配列を解析し､得られたアミノ酸配列に基づきSyPO特異的プライマーを設計した｡

ポプラカルスおよびポプラ形成層から調製したRNA とプライマーを用いてRT･PCRを行

った結果､共にSyPOcDNA断片を得た｡さらに､得られた断片の配列情報を基に

3,･RACEを行い､907bpのSyPO部分配列を単離するに至った｡ポプラ形成層においても

SyPO断片が増幅されることから､SyPOがポプラカルスのみならず､木化の盛んな組織

で発現していると考えられ､SyPOがリグニン生合成に関与するアイソザイムである可能

性をさらに示唆した｡なお､この配列を既知のPO配列と比較した結果､｢払matoや

Peanutの塩基性POと比較的高い相同性があり､酸性ペルオキシダーゼとの相同性は低

いことから､新規な木化ペルオキシダーゼであることが期待される｡

以上の結果に基づき､本論文では細胞壁イオン結合性でありシリンギル核に高い特異性

を有するPOアイゾザイム(SyPO)が､広葉樹のシリンギルリグニン生合成に重要な役

割を果たしているものと推定した｡
ノ

審 査 結 果 の 要 旨

リグニン生合成甲最終段階であるモノリグノールの脱水素重合はペルオキシダーゼ(PO)により触

媒されると考えられているが､植物内には多くのPOアイソザイムが存在するため､未だリグニン生

合成に関与するPOアイソザイムを特定するには至っていない｡また､広葉樹には､シリンギル型お

よびグアイアシル型の2種のリグニンが存在することから､本論文はシリンギル型基質に特異性の轟

いPOアイソザイムのシリンギルリグニン生合成における役割を研究したものである｡

先ず､シリンギルリグニンの生合成とPOの基質特異性との関連を検証する目的で､モデル実験

系としてユーカリ笹γ血血心)実生苗に湾曲処理を施すことにより人為的にあてを形成させ､あて

形成に伴うリグニン組成変化とPO画分のシリンギルおよびグアイアシル核基質に対する酸化活性

の推移を比較した｡その結果､あて形成部では湾曲処理30日以降にシリンギルリグニンの割合が
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上昇し､これと同調的に細胞壁イオン結合性PO画分のシリンギル核基質に対する酸化活性が上

昇した｡これらの結果から､シリンギル核基質特異的POアイソザイムとシリンギルリグニン生合成の

密接な関連性を示唆するに至っている｡

次いで､ポプラカルスより各種クロマトグラフィーを用い､シリンギル核およびグアイアシル核基質

に対して高い特異性を有する2種のPOアイソザイムSyPOとGPOを単離し､モノリグノールの酸化

をPOアイソザイム間で比較した｡その結果､SyPOのみがシナピルアルコールに高い特異性を有し

ていたが､†方でGPOやHRPの様にシナピルアルコールに特異性の低いPOアイソザイムでも､

フェルラ酸やコニフェリルアルコールをラジカルメディェ一夕ーとして共存させるとシナピルアルコー

ルを酸化しうることを示した｡さらに､Sarkanenにより提唱されているエンドワイズ型ポリマー形成に

基づく高分子リグニン形成過程を想定し､シナピルアルコールとシナピルアルコールオリゴマーの

脱水素重合反応を玩v肋･0で比較した｡その結果､SyPOはオリゴマ一基質を高分子化させ脱水素

重合物を生成させ得るのに対し､HRPの場合､シナピルアルコールの酸化活性としてSyPOの等量

および5倍量に相当する酵素量を用いた場合でも､オリゴマーの脱水素重合は触媒し得ないことを

見出した｡また､コニフェリルアルコールをラジカルメディェ一夕ーとして共存させた場合でも､オリゴ

マーの高分子化は生じないことも明らかとしており､これらの結果は､シリンギル核基質特異的アイソ

ザイムであるSyPOがシリンギルリグニン生合成に関与する可能性を強く示唆している｡

生理学的および酵素学的検討からSyPOのシリンギルリグニン生合成への関与が強く示唆され

たため､本論文ではさらにSyPOのcDNAの単離を試みている｡先ず､精製SyPOの部分アミノ酸

配列を解析してSyPO特異的プライマーを設計し､次いでポプラカルスおよびポプラ形成層から調

製したRNAとプライマーを用いてRT-PCRを行った結果､SyPOのcD鱒A断片が単離された｡さら

に､得られた断片の配列情報を基に3,-RACEを行い､907bpのSyPO部分配列を単離するに至っ

た｡SyPO断片がポプラカルスのみならずポプラ形成層からも単離されたことは､SyPb/が木化の盛

んな組織でも発現していることを示している｡

以上の様に､本論文は細胞壁イオン結合性でありシリンギル核に高い特異性を有するPOアイソ

ザイム(SyPO)が､点薬樹のシリンギルリグニン生合成に重要な役割を果たすという新規な知見を

明らかにしていることから､審査委員全早一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学

位論文として十分価値あるものと認めた｡
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