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1.緒 昌

フェニルアラニン (チロシン)からヒドロキシケイヒアルコール類に至る経路を通常ケイヒ酸経路 と

呼ぶ｡この経路は, リグニ ン, リグナン, ノルリグナン,クマ リンを始めとする種々のフェニルプロパ

ノイ ドへ至るモノマーを与え,また,この経路内の上流部でフラボノイ ドやスチルベ ンを与える複合経

路にも分岐 している｡従って,木化や生体防御 と密接に関わってお り,植物二次代謝の中で も,主要か

つ最 も重要な経路の 1つと考えられる｡

植物分子生物学におけるモデル植物,シロイヌナズナ,のゲノムの仝塩基配列が本年中にも解明され

ようと言 う昨今,植物分子生物学/分子遺伝学は爆発的な勢いで進展 しつつある｡ リグニン生合成の化

学 と生化学 については,Higuchiによる詳細な総説 1)が1990年に報告 されているが,樹木二次代謝研

究,特にリグニン生合成の分子生物学研究はここ数年の間に急速に進展 してきている｡中で も, リグニ

ン生合成に関わる 0-メチル トランスフェラーゼ (OMT)の機能については,1990年の半ば以降多 くの

新知見が得 らjtて きた｡本総説では,ケイヒ酸経路の諸酵素,特に OMTについて,最近の研究 を取

りまとめてみたい｡

2.ケ イ ヒ酸 経 路

2.1 フィーディング実験による経路の概略の解明

4-ヒドロキシケイヒアルコール類であるリグニンモ ノマー (モノリグノール類)は,ケイヒ酸経路を

通 して生合成 されるが,ケイヒ酸経路の研究は,常に, リグニンの化学構造の多様性 (植物種による違

いや組織による違い)および他のフェニルプロパノイ ド系二次代謝産物の生合成 と関連づけて,検討 さ

jtてきた｡針葉樹 リグニンは,主にコニフェリルアルコール,広葉樹 リグニンは,主にコニフェリルア

ルコールとシナピルアルコール,およびイネ科植物 リグニンでは,主にコニフェリルアルコール,シナ

ピルアルコール,41ヒ ドロキシケイヒアルコール (-4-クマ リルアルコール,A-ヒ ドロキシケイヒアル

コール,p-クマ リルアルコール)が重合して出来ている｡よって,ケイヒ酸から見て最も官能基変換の
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進んでいるシナピルアルコールに至るには,側鎖の還元 (3段階) とベンゼン環の修飾 (5段階)を経

なければならない (図 1)｡

これ らのケイヒ酸以後の段階は,1950-1960年代に,Ncish,Brown,Higuchiらにより,植物材料

として主としてコムギを用いた放射性同位元素 トレーサー実験 をもとに,その概略が明らかにされた｡

その詳細 ま,多くの総説や著書に詳 しく述べ られている1･2)｡

2.2 ケイヒ酸経路の酵素 とその遺伝子クローニング

ケイヒ酸経路の初発段階は,Koucolとconn3)ぉよぴ N｡ish4) により相次いで1961年に報告 された

フェニルアラニ ンアンモニアリアーゼ (PAL)またはチロシンアンモニアリアーゼ (TAL)によって触

媒 される,フェニルアラニ ンまたはチロシンのケイヒ酸 または4-ヒドロキシケイヒ酸 (-p-ヒドロキ

シケイヒ酸,4-クマール酸,A-クマール酸)への変換である｡この,PAL と TALが別の酵素か否か

については,従来か ら問題になっていたが,最近,pALの組換え酵素の反応 を解析することにより,

一応決着をみた｡すなわち,パセリ (Petro∫elinumcriJPum)の PALcDNA を大腸菌で発現 させて得 られ
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た組換え酵素の K".は,フェニルアラニ ンに対 して 15-24.5FLM であ り,チロシンに対 して 3桁大 き

い 2.6-7.8mM であった5)｡一方, トウモロコシ (Zeama/V∫cv.Corso)の PALcDNA を同様に大腸菌

で党規 させて得 られた組換 え酵素の 〟…は,フェニルアラニ ンおよびチロシンに対 してそれぞれ 270

FLM と 19〃M であ り, トウモロコシの酵素が,PAL活性 と TAL活性を併せ持つことが示 された ì)｡

ケイヒ酸以後のケイヒ酸経路の各反応 を触媒する酵素は, 1)ベ ンゼン環の修飾 :ケイヒ酸 4-ヒドロ

キシラーゼ (C4H),4-クマール酸 3-ヒドロキシラーゼ (C3H),41クマロイル CoA3-ヒ ドロキシラー

ゼ (CCoA3H),カフェー酸 O-メチル トランスフェラーゼ (CAOMT),カフェオイル CoA 0-メチル

トランスフェラーゼ (CoAOMT),フェルラ酸 5-ヒ ドロキシラーゼ (F5H),2)側鎖の還元 :4-ヒドロ

キシケイヒ酸 :coA リガーゼ (4CL)(対応す る CoA エステルの生成), シンナモイルーCoA レダク

ターゼ (CCR)(ケイヒアルデ ヒ ド類の生成), シンナ ミルアルコールデヒ ドロゲナーゼ (CAD)(ケイ

ヒアルコール類の生成)である｡これらの多 くは,主に,1970年代から1980年代初頭にかけて次々と単

離精製 された7)｡

その後,1980年代の後半から,1990年代にかけて各酵素の遺伝子に関する報告が相次いでなされてお

り,C3H および CCoA3H 以外は全て cDNA クローニングが報告 されている｡そ して,1990年代の後

半以降,これらの酵素に関する代謝工学的研究 も数多 く報告 されている｡

2.2.1)ベンゼン環の修飾に関わる酵素

ケイヒ酸 4一ヒ ドロキシラーゼ (C4H)は,OL,と NADPH の存在IF,ケイヒ酸の 4-位 を水酸化する

p450型モノオキシゲナーゼである… )｡この酵素は,キクイモ (Hell･anthu∫lube,o∫u∫)から,均一に精製

され1日),cDNA も,マ ングビーン (Vignamungo)ll),キクイモ12),アルファルファ (MedlCagOSaliua)13),

ニチニチソウ (C〝,lha,a,llhuS,･0∫eu∫)H),ポプラ (PopuluJkilakamlen∫l,.)1L-I)からクローニングされている｡

4一クマール酸 (4-ヒ ドロキシケイヒ酸)あるいはその CoAエステルの 31位の水酸化 を触媒する酵

莱,4-クマール酸 3-ヒドロキシラーゼ (C3H)と4-クマロイル CoA3-ヒ ドロキシラーゼ (CCoA3H)

に関 しては不明の点が多 く残 されてお り,ケイヒ酸経路の諸酵素のうち,cDNA クローニングが報告

されていない最後の酵素である｡スピナ ッチ ビー ト (Belazmlgaγl∫)か ら精製 されたフェノールオキシ

ダーゼが,4-クマール酸 をカフェー酸-酸化するという報告】(i)辛,マ ングビーン (V･mungo)を用いた

研究により,特異的な C3H が存在するとい う報告17),ジャガイモの酵素による4一クマール酸か らの

カフェー酸の生成の報告1別もあるが,41クマロイル C｡A19-L'l)ぁるいは,その他の4-クマール酸エス

テルL'2-L'ヰ)の 3-位の水酸化 も報告 されている｡41クマロイル C.A の 3-位の水酸化が主要経路であって

ち,後述の,より下流段階 (特に OMT によるメチル化)に関する最近の研究結果25･2̀i)とは特に矛盾

しない｡

ケイヒ酸経路の 0-メチル トランスフェラーゼ (OMT)は,プロピル側鎖の状態に応 じて 3種類に分

けられる｡すなわち,主にヒドロキシケイヒ酸類のメチル化に与るいわゆるカフェー酸 O-メチル トラ

ンスフェラーゼ (CAOMT), ヒドロキシシンナモイル CoA エステル類のメチル化に与るいわゆるカ

フェオイル CoA0-メチル トランスフェラーゼ (CoAOMT)および両者にほぼ同等に働 くヒ ドロキシケ

イヒ酸 ･ヒ ドロキシシンナモ イル CoA 0-メチ ル トランスフェラーゼ (AEOMT)であ る｡最近,

Chiangらは,双子薬類の CAOMT の実体は,5-ヒドロキシコこフェリルアルデ ヒドOMT であ り,

AldOMT と改称すること提案 している25･2t))｡これらの OMT の酵素の性質や機能に関 しては,過去数

年間に研究が大きく進展 してお り,次項にて詳述する｡

フェルラ酸 5-ヒ ドロキシラーゼ (F5H)活性 は,1984年に Grandによって初めて報告 された27)｡ポ

プラ (Populu∫×euγamel-icanacv.I214)から得 られたこの酵素は,活性の-･酸化炭素阻害 と光回復が見

られることから,p-450型モノオキシゲナーゼであ り,NADPH 要求性である｡Chappleらは,1996年

にシナボイルマ レー トとシリンギル リグニ ンの産生能を欠 くシロイヌナズナ (Arabidop∫i∫lhaliana)の変
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異株 を指標 とし,T-DNA タギ ング/プラス ミドレスキューにより初めてシロイヌナズナか ら F5H

cDNA をクローニ ング した2H)oっいで,Osakabcら25)ち,スウィー トガム (Liquidambarjlty･aCljlua)か

ら,F5H CDNA (LsM88)をクローニ ングしたが,LsM88を酵 母で発現させて得た組換え酵素の性質

を詳細に検討することにより,彼等は,F5H の実体がコニフェT)ルアルデヒド5-ヒドロキシラーゼで

あることを報告 し,CAld5H に改称することを提案 した｡なお,CAld5H の機能は,OMTの役割 との

関連で後述する｡

2.2.2)プロピル側鎖末端の還元に関わる酵素

プロピル側鎖末端の還元に関わる酵素活性は, 1972年に初めて Mansell,Zenkら2'')によって報告 さ

れた｡彼 らは,セイヨウシロヤナギ (Salixalba)の無細胞抽出液による,フェルラ酸のコニフェT)ルア

ルコールへの還元を報告 した ｡この段階では中間体に関する実験的確証は得 られておらず,フェルロイ

ル CoA とコニフェリルアルデヒ ドが想定されるに留 まっていたが,4-ヒドロキシケイヒ酸 :coA リ

ガーゼ (4CI.), シンナモ イルーCoA レダクターゼ (CCR),シンナ ミルアルコールデヒドロゲナーゼ

(CAD),の活性が,実際上一挙に検出されていたことになる｡そして,その後直ちに,4CL,CCRお

よび CAD の個々の活性 もレンギ ョウ (ForsJlhlaSP.)から検出されている.すなわち,彼 らは,フェル

ラ酸か らのフェルロイル CoA の生成,フェルロイル CoA からのコニフェリルアルデヒドの生成,コ

ニフェ.)ルアルデヒ ドのコニフェリルアルコール-の還嘉川)並びに,4-クマール酸,4-クマロイル

C.A および4-クマ .)ルアルデヒ ドからの,4一クマ .)ルアルコールの生成を確認 した31)｡また,同時

に,EbclとGrisebacl､も,ダイズ (GIJVClnemaX)の租酵素によるフェルラ酸,4-クマール酸および4-ク

マロイル C.Aの,対応するケイヒアルコールへの還元を報告 している(う2)｡

4CLは,モ ノリグノール生合成の他,フラボノイ ドやスチルベンの生合成にも関わってお り,酵素

の性質や遺伝子に関 して多 くの研究が報告 されている7)｡4CI.に関して重要なのは,その基質特異性で

あ り,特に,シナ ップ酸を基質 とすることのできる 4CLの報告が双子葉植物について も少ないことで

ある｡例えば,酵素実験ではないが,古 く40年以上 も前に,Br｡wnと Neisl､'う3)が, トネリコバノカエ

デ (Acernegundvar.inleriuJ)に [14C]シナップ酸を投与 した場合, リグニン-の取込みが殆 ど認め られ

なかったと報告 している○また,Gross<M) は, レンギョウ (ForiJlh7･asuspen.ilavar.jb,lunet･)の 4CLにつ

き,4一クマール酸,フェルラ酸,シナ ップ酸に対する活性を比較 し,前二者は基質となるのに対 し,シ

ナ ップ酸には不活性であることを報告 した｡さらに,Kutsukiら:3:-I)は,供試 した13種の被子植物および

裸子植物の 4CLの殆 どは, フェル ラ酸 を基質 とし, シナ ップ酸 には働 かないが,二セアカシア

(Roblniapseudoacacia),マルバデイゴ (アメリカデイゴ) (El:Vl/m'nacri∫la-galh')およびマダケ (P/I_Vllofla-

chJVJbambuJOide∫)の酵素は,フェルラ酸 (FA),シナップ酸 (sA)共に基質とすることを報告 している｡

ただ,マルバデイゴは広葉樹 (マメ科)であ りながら,そのリグニンは,主 としてグアヤシル型であ

る3̀う)｡よって,マルバデイゴにおけるリグニン生合成では,シナ ップ酸に対する 4Cい 舌性が認められ

なくても,少なくとも見かけ上不合理には見えないのに,シナ ップ酸に対する 4CL活性が特に認めら

れていることになる｡また,これと関連 して,マルバデイゴの CAOMTは,5-ヒドロキシフェルラ酸

のシナ ップ酸 (sA)へのメチル化活性が,カフェー酸のフェルラ酸 (FA)へのメチル化活性の3.3倍

(これを,FA/SA-1/3･3と表す)であった3'})｡そ して,Kutsuki,Higuchiは,マルバデイゴの 4CL

と oMTが,シリンギル核の生成に適 した基質特異性を示すにも関わらず, リグニンが主 としてグア

ヤシル型であるのは,F5H の活性が欠損 していることによると推定 しているrう7)0

一方,Grandら3壬i)は,3つの 4CLアイソフォームをポプラ (Populu.fX euramelicana)か ら精製 し,そ

の基質特異性を比較 した｡この内,2つのアイソフォームは,シナ ップ酸を基質とせず,木部 と柔細胞

で発現 しているのに対 し,残 りの 1つは,シナ ップ酸を基質とし,シリンギルリグニンに富む師部厚壁

細胞や木部で主に発現 していた｡ただ,Kutsukiらは,ポプラ (P.×euramericana)4CL粗酵素につい

- 20-



梅滞 :ケイヒ酸経路の生化学と分子生物学

て, シナ ップ酸 に対 す る活性 を検 出 して お らず仰 , また,Mengと campbellも ポ プラ (Populu∫

lremu/oide～)の 4CL粗酵素について,基質特異性 を測定 したが, シナ ップ酸に対する活性は検出されて

いない'う｡)｡なお,木化の進行 と共に,メ トキシル基含量が増大することが,一般に知 られている1140

､r'う)ので,シリンギル核に特異的な 4CL遺伝子が存在 しても,適切な時期の材料 を選ばなければ,そ

の酵素活性 を検H_J.することがHl.来ないと言 う可能性 も考えておかねばならないであろう｡

種々のケイヒ酸類に対する 4CLの比活性 を比較すると,一般に,4-ヒドロキシケイヒ酸,フェルラ

酸およびカフェー酸に対する比活性が高い'うう)が, リグニン生合成に関与する 4CLアイソザイムとその

生理的な基質は, まだ最終的な特定に至っておらず,今後のさらなる解明が待たれる｡なお,後述のよ

うに,Chiangらは,双子葉植物の リグニン生合成に対 して,4-クマール酸 またはカフェー酸の段階で

C.A エステル化 を受ける経路 を提案 している2512̀')｡いずれにして も,4CLcDNA のクローニ ングも既

にかな り報告 されている7･山 )ので,今後はダウンレギュレーションなどを通 じて,それぞれの 4CL遺

伝子の機能をより詳細に検討 し, リグニ ン生合成に特異的な 4CL を確証することが必要であろう｡な

お,Douglasらは,4CL をダウンレギュレー トした形質転換 シロイヌナズナでは,顕著にシリンギル

核 とグアヤシル核の比 (S/G 比)が上昇することか ら, シナ ップ酸か らのシナピルアルデヒ ドへ至 る

4CL非依存性経路の存在の可能性 を指摘 している15)｡ また,彼 らは, タバ コ (Nicolianalabacumcv.

XanthiSRT)粗柚出物中に,4CLによるケイヒ酸類の CoA エステル化のうち,ケイヒ酸の反応のみを

特異的に阻害する熱不安定な高分子が存在することを報告 しているのは,代謝制御の観点か ら興味深

い lfう)o

ccR については,比較的研究例が少ないが,1972-1973年に初めて酵素活性が報告 された2… 2)後,

ダイズ (G/JVCZ-nemaxvar.ma'ldarin)の CCRが精製 された｡そ して,フェルロイル CoA が最 もよい基質

であ り (〟日,が最小かつ速度最大),5-ヒ ドロキシフェルロイル CoA,シナボイル CoA,4-クマロイル

COA,カフェオイル CoA の順でこれに続 くと報告 された47)｡同様に,Sarlliら4H)は,ポプラ (Populu∫

eurameT7'cana)の精製 ccR で は, フェルロイル CoA, シナボ イル CoA,41クマ ロイル CoA の順 に

V"､1､､/K.､､値が下がると報告 している｡ また,彼等は,ポプラの木部 と師部厚壁細胞では,S/G 比が異

なるのに,それぞれから拍出された ccRの基質特異性に変わ りがないことから,この酵素は, リグニ

ンのモ ノマー組成の決定 には関与 していないであろうと考えている｡ さらに,セ イヨウカジカエデ

(Acerpseudoplala7Lu∫)の CCRの比活性 も,フェルロイル CoA に対 して高 く,広葉樹であるにもかかわ

らず,シナボイル ｡oA の比活性は,フェルロイル C｡A に対する8%であると報告 されている34)｡こ

れに対 して,針葉樹であるスプルース (PzcealJbz'e∫)の精製 CCRで も,フェルロイル CoA が よい基質

であるが,この CCR は,シナボイル C｡A や 4-クマロイル C｡A にはほとんど働かなかった49)｡なお,

CCRcDNA は,ユーが )(EucalJVPlu､､gun'tlZ.)からクローニングされているうりJo

cAD 活性は,上述のように,197L)～1973年に初めて報告 されたL'… '2)が,その後直ちに, レンギ ョウ

(Fori:yl/LZ'a∫uSPe花f〟)川 とダイズ (GIJCZ'Tlem〟xVとIr.ma'uiari'l)う'-')から CAD が精製 された｡ レンギ ョウ CAD

の基質特異性は比較的広 く,コニフェリルアルデヒ ド,シナピルアルデヒド,4-クマールアルデヒドに

加えそれらのメチルエーテルもよい基質となった｡一方,ダイズからは,2桂のアイソフォームが精製

されたが,その うちの 】つは,コニフェリルアルデヒ ドに特異的で,シナ ピルアルデ ヒドや 4-クマー

ルアルデヒドは基質とならないのに対 し,他方は,コニフェリルアルデヒド,シナピルアルデヒド,4-

クマールアルデヒ ドのいずれにも作用することが示 された｡ さらに,Kutsukiら53)は,17校の針葉樹,

広葉樹およびイネ科植物の CAD について,そのコ二フェリルアルデヒドとシナピルアルデヒドに対す

る比活性 を比較 した｡その結果,針葉樹の CAD は, シナピルアルデ ヒドに対する比活性が一般に低

く,広葉樹の CAl)は,シナピルアルデヒドに対する比活性が高いことが示された｡よって,彼等は,

OMTに加え,cAr)アイソザ イムの基質特異煙が,針葉樹および広葉樹の リグニ ン のモ ノマー組成の
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決定因子の 1つになっていると結論 している｡

cAD はその後, ウ ド (A,aliaco,data)54)を始め として,多 くの植物から精製 されている55)｡ また,

CADcDNAのクローニ ングは, Knightら [タバ コ (Nicotianalabacumcv.Samsun)]5̀i),0,Malleyら

[ロブロリーパ イン (Pinuslaeda)]LE'7),Hibin｡ら [ウ ド (A.co,data)]うH)の報告を始めとして,1992年以

降立て続けに数多 く報告されている44)0

2.2.3)0-メチル トランスフェラーゼ (OMT)の機能

2.2.3.1)初期の OMT研究

針葉樹 リグニンは,主にコニフェリルアルコール,広葉樹 リグニンは,主にコニフェリルアルコール

とシナピルアルコール,およびイネ科植物 リグニンでは,主にコニフェリルアルコール,シナピルアル

コール,4-ヒドロキシケイヒアルコールが重合 して出来ている｡ケイヒ酸経路の研究は,このリグニン

の芳香核置換様式の多様性の決定因子の検討を常に念頭において,進められてきたが,その情夫 となる

ものは,針葉樹 リグニン [グアヤシル (G)リグニン] と広葉樹 リグニン [グアヤシル (G)･シリンギ

ル (S)リグニン]の構造を,0-メチル トランスフェラーゼ (OMT)アイソザイムの基質特異性の違い

で説明 した,1970-1980年代の Shimada,Kuroda,Higuchiらの系統的な研究である｡

カフェー酸類に対する OMT (CAOMT)活性は,カフェー酸のフェルラ酸へのメチル化活性が,ま

ず,1963-1964年に,Fincleらによって, リンゴ形成層5リ)ぉよぴパンパスグラス (Co,lade,ia∫elloana)̀;り)

から検出された｡更に,1965年に,Hessは,ペチュニア (Pelunialtybrida)などの租酵素が,cAからの

FAの生成に加えて,5-ヒドロキシフェルラ酸 (5HFA)のシナ ップ酸 (sA)へのメチル化 を触媒するこ

とを兄い出した61)｡

次いで,Shimada,Kuroda,Higuchiらは,一連の研究により,カフェー酸のメチル化 [フェルラ酸

(FA)の生成]/5-ヒドロキシフェルラ酸のメチル化 [シナ ップ酸 (sA)の生成]の比 (FA/SA比)を,

針葉樹 [クロマツ (Pinu∫thunbergii),イチ ョウ (Ginkgobiloba)],広葉樹 [ポプラ (Populu∫nigra),ヤナ

ギ (salixcaPrea),ヤマ グワ (Moru∫bombtyciS)], イネ科植物 [タケ (Prtyllo∫laclJ∫Pube∫cenj,PrLylloSlac妙

reliculat'L)]で比較 した62-̀i7)｡その結果,大雑把には,針葉樹の OMT は,FA/SA≒1/0.05,広葉樹の

OMTは,FA/SA≒1/2-1/3,イネ科植物の OMT は,FA/SA≒ 1/1であることから,針葉樹 リグニ ン

と広葉樹 (あるいはイネ科植物)のリグニンのモノマー構造の違いが,oMTの基質特異性,すなわち

カフェー酸 と5-ヒ ドロキシフェルラ酸に対するメチル化能の違い,で説明された｡ さらに,Kuroda

は,合計59種の裸子,双子葉,単子葉植物の FA/SA比を取 りまとめ報告 している｡その結果,興味あ

る例外 も散見されるが,上述の植物分類上の FA/SA比の違いは,概略としては,多 くの植物種にあて

はまることが示された )̀H)｡

次 いで,彼 らは, タケ (Bambu∫asp.)69), クロマ ツ (P.lhunbergii)芽生 え7''),ポプラ (Populu∫eu'--

ame,icana)71) の OMT を精製 し,その性質を調べた｡その結果,いずれの OMT も精製中に,その

FA/SA比はそれほど変化 しなかった｡また,クロマツとポプラの精製 oMT､は,いずれも Mg2+を活

性発現に要求 しないことから,これらは,現在 CAOMTあるいは AldOMT と呼ばれている酵素に相

当すると考えられる｡なお,タケ (P.pube∫bensand/orP.reliculala)の租 oMT も活性発現に Mg2+ を要

求 しないことが報告されている,̀2)｡

一方,poultonらは,スピナッチビー ト (Betauulgari,,)72)と ダイズ (G:LyCinemaxvar.mandarin)73.74)か

ら,CAOMT を精製 し,その性質を検討 している｡ダイズの酵素の FA/SA比が,約 1/2であることや

Mg2+ を要求 しないことなど,上述の Shimada,Kuroda,Higuchiらの結果 と概ね一致 しているが,

その他,フラボノイ ドoMT との性質の比較や,カフェオイル CoAからのフェルロイル CoAの生成

は認められなかったこと,また,ケルセテンとルテオリンが基質とならず阻害剤 となることなどを報告

している｡
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その後,ポプラ (Populu∫t,emuloideS)の CAOMT75)を皮切 りに,多 くの植物双子薬類およびイネ科植

物から,CAOMTcDNAのクローニングが報告されている叶 7̀))0

なお,これらの,ケイヒ酸経路の OMT に関する比較的初期の研究が行われた時代には,後述の

coAOMT の存在は知 られておらず, また,フィーディング実験の結果,フェルラ酸-5-ヒドロキシ

フェルラ酸-シナップ酸の変換が確立 されていたこと)),さらに,基質調製に手間がかかることなどか

ら,CAOMTの基質として,ケイヒ酸側鎖末端が,CoAエステル,CHO,あるいは CH20H のもの

は,ほとんど供試 されていなかった｡ただし,上述の Poultonらによるカフェオイル CoA を用いた実

験74)や,5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒドのメチル化によるシナピルアルデヒドの生成例の報告

はある77･7H)｡特に後者の実験は,上述のように,シナ ップ酸に対する 4CLの活性が一般にきわめて低

いことから,シナ ップ酸からシナボイル CoAへ至る経路をさけて,5-ヒドロキシフェルラ酸で側鎖の

還元系に入るバイパスが想定されたことにより,行われたものである馴 H,79)｡

2.2.3.2)coAOMTの発見

1980年代には,植物の生体防御と関連 してフェルラ酸の生成に興味がもたれていた｡ところが,パセ

リ (Pelro∫eli'はmhorle'己.fe)培養細胞の OMT は,カフェー酸に対するアフイニテ 1.-が低いこと等が報告

され,この系でのフェルラ酸の生成におけるカフェー酸のメチル化に疑いがもたれた｡これらが下地 と

なって,1988-1989年に,カフェー酸よりカフェオイル CoA に特異性の高い OMT (CoAOMT)が,

パセリ (P.ho,len∫e)培養細胞から兄い出されたH｡,Hl)｡また,この報告 とは別個に,4-クマール酸の 3位

の水酸化が,遊離の酸でなく,シキミ酸などとのエステルの場合に効率的に進行することから,メチル

化 もカフェー酸よりカフェオイル CoAの場合効率的に進行するのではないかとの予測のもとに,ニン

ジン (DaucuJCa,Old)培養細胞からも,C｡AOMT活性が検出されたH{2)｡そ して,これらの C｡AOMT

は共にエリシター処理によって,活性が増大することから,CoAOMT は生体防御に関わっているとさ

れたHl･H2)｡

その後,パセリ (Pet,o∫e/inumcl-i,bum)の CoAOMTの精製Hこう)と,精製酵素の性質が報告されたHll)｡そ

して,直ちにパセ リ (P.ho,len∫e)C.AOMTの全長 cDNAがクローニングされたHう)｡このクローンを

用いたノーザ ン分析により,ベニバナ (Carlhamu∫li'ICloriu'),カーネーション (DianthuSCarJOPrtylluJ),ニ

ンジン (DaucuSCa7･Olassp.fallUu∫)にも,CoAOMTが存在することが示唆された｡また,カーネーショ

ンなどの培養細胞をエ リシター処理 した後の Poly(A)+RNAについて,スロットプロット分析を行っ

たところ,CoAOMrrmRNA量が,エ リシター処理によって増大することが示 され,CoAOMTは,

抵抗性発現に関わっているとする従来の結論が補強された｡

2.i).3.3)coAOMTの木化への関与

上述の様に,CoAOMTは植物の生体防御に関わっていることが示されたが,木化への関与は否定さ

れてはいなかった｡1990年代の中ごろになって,この点が Ycらによって集中的に検討された｡

彼等はまず,ヒヤクニチソウ (Zi'lmaelega'ILrVar.PelerPan)の葉肉細胞から誘導された道管要素から,

coAOMTcDNA クローンを単離 し,CoAOMTmRNAの発現 を検討 した｡その結果,培養葉肉細胞

には,CAOMT,CoAOMT共に活性が認められたが,木化 しつつある分化中の道管要素で nlRNAの

発現量が著 しく上昇するのは,CoAOMTのみであることが示された｡よって,彼等はヒャクニチソウ

の in＼′itroで分化中の道管要素の木化では,CoAOMTによって触媒 されるメチル化経路が主要である

と結論 した｡また,CoAOMT遺伝子の発現は,ヒヤクニチソウの木部繊維と師部繊維においても見ら

れることが,テイシュープリントハイブリダイゼーションによって示されたo要するに,彼等の研究に

よって CoAOMTの木化-の関与が示 されたが,加えて彼等は,coAOMT とcAOMTが,ヒヤク二

チソウの異なるタイプの細胞で,異なる時期に発現する可能性に言及 している｡すなわち,COAOMT

は,道管要素 と木繊維の木化に共に関与するが,CAOMT は,主に木部繊維 と師部繊維の木化に関与
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し,道管要素の木化には関与 しないと言う可能性である86)｡

Yeらは,実際上記の可能性,すなわち,coAOMT とCAOMTの発現の違いについて検討 した｡そ

の結果, ヒヤクニチ ソウの若い節 間で は,木部の道管のみが木化 しつつあるが, この道管では,

CAOMTmRNA もCAOMT タンパクも共にはっきりとは検出されなかった｡これに対 し,CoAOMT

mRNA は,主に分化中の木部に検出された｡一万,より古い節間では,木部繊維,師部繊維,木部の

道管の全てで木化が進行 していたが,CAOMTmRNA とcoAOMTmRNA のシグナルは共に,師部

繊維 と分化中の木部で強 く検出された｡結局,CoAOMT は,全ての細胞の木化に関わっているのに対

し,CAOMT は,道管要素 よりも主に繊維の木化に関与 していると結論 された87)｡ さらに,Yeは,

ヒヤクニチ ソウ以外の植物 [タバコ (Nicotianalabacumcv.Xanthi), レンギョウ (ForsJVlhia∫uSPen∫acv.

Fortunei),アルファルファ (Medicago∫ativacv.CUF101), ダイズ (GILyCinemaxcv.William), トマ ト

((JCOPersicone∫culentumcv.UC82B)]について も,ウェスタンブロット法により,CoAOMT タンパクが

全ての木化組織 (道管要素,木部繊維,師部繊維)で検出されることを兄い出 し,CoAOMTは,双子

菓類の木化に広 く関わっていると推定 している88)｡

一方,針葉樹の CoAOMT は,Liらによって最近報告された｡彼等は,ロブロリーパイン (チ-ダ

マツ) (Pinu∫taeda)か ら,CoAOMTcDNA をクローニ ングすると共に,この CoAOMTのプロモー

ターに GUS遺伝子をつないだものをタバコに導入することにより,GUS遺伝子が二次木部に特異的

に発現することを確認 している89)｡ よって,下記の AEOMT と共に,ロブロリーパ インの木化 に

CoAOMTが関与 しているとしている｡

すなわち,AEOMTの cDNA は,上記の C｡AOMTcDNA榊)に先立ち,Liらによってロブロリー

パ イン(P.taeda)からクローニングされた9O)｡ここで彼 らは,新規 oMT｡DNA をクローニングし,醍

母で発現させて得た組換え酵素の基質特異性 を調べた｡その結果,ケイヒ酸/5-ヒドロキシフェルラ酸/

カフェオイル CoA/5-ヒドロキシフェルロイル CoAに対する比活性の比は31/24/27/21であ り,いずれ

の基質にも同程度の活性を示 した｡この基質特異性は,既知の CAOMT,CoAOMTのいずれとも異

なり,また,cDNAの塩基配列をもとにしたアミノ酸配列のレベルで も,CAOMT,CoAOMTのいず

れともsimilarityが低いことか ら,彼等は,この酵素が新規の S一アデノシルメチオニ ン依存性 oMT

であるとして,ヒドロキシケイヒ酸/ヒドロキシシンナモイル CoAOMT (AEOMT)と命名 している｡

そ して,ロブロリーパ インの木部か ら得た酵素標品の活性が,AEOMT抗体で阻害 されることなどか

ら,AEOMTが木化に関与 していると結論 した9｡)｡

なお,Mengと campbellは,ポプラ (Populu5tremuloide∫)の CAOMT と CoAOMTの基質特異性 を

比較 したn)｡すなわち,カフェー酸/5-ヒ ドロキシフェルラ酸/カフェオイル C.A/51ヒドロキシフェル

ロイル CoA に対する比活性の比は,大腸菌で発現 させた組換え cAOMTおよび CoAOMTで,それ

ぞれ 480/1,077/140/265および0.9/2.3/20.6/8.3であると報告 している州 ｡ また,In｡u｡らは,アル

ファルファ (Medicago∫aliuacv.Apollo)の CAOMT と CoAOMTの場合,カフェー酸/5-ヒ ドロキシ

フェルラ酸/カフェオイル CoA/5-ヒドロキシフェルロイル CoA に対する比活性の比は,大腸菌で発現

させた組換 え CAOMT および CoAOMTで,それぞれ 1/2.2/0.4/1.1および 1/15.5/131/75であると

報告 している4'')｡ また,大腸菌で発現 させ た, ヨーロッパブ ドウ (Vili∫uimjTeracv.PinotNoir)の

C.AOMT92), タバ コ (Nicotianatabacumcv.SamsunNN)の C.AOMT93) ぉ よぴパセ リ (Pet,o∫elinum

ho,ten∫e)の C.AOMT94)は,遊離のカフェー酸や 5-ヒドロキシフェルラ酸を基質としないと報告されて

いる｡針葉樹であるロブロリーパ イン (P.iaeda)の CoAOMT (大腸菌発現組換 え酵素)では,カ

フェー酸/5-ヒ ドロキシフェルラ酸/カフェオイル CoA/5-ヒ ドロキシフェルロイル CoA に対する比活

性の比が,5/8/100/32と報告 されている榊)｡ さらに, ヒャクニチ ソウ (Z.eleganSVar.PelerPan)の

CAOMT (大腸菌発現組換え酵素)では,カ フェー酸/5-ヒドロキシフェルラ酸/カフェオイル CoA に
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対する比活性の比が,54/199/lと報告 されたH7)｡これらの報告は,いずれも,CAOMT と C.AOMT

が,ヒドロキシケイヒ酸類 とその CoAエステルに,それぞれ特異性が高いことを示 しているが,タバ

コ (N.labacumcv.SamsunNN)の classICAOMTが,カフェー酸よりカフェオイル CoA により高い

活性 を示す という報告 もある (Vm.,._JK,一.値で比較 したカフェー酸/カフェオイル CoA に対する活性比

が,約 1.5/I)｡tj)｡

2.2.3.4)oMTのダウンレギュレーション

Dwivediらt"')Cま,ポプラ (PopuluStremuloz'de∫)の二機能 (cA と 51HFAの両方のメチル化を触媒する

という意味での)cAOMT の cDNA を CMV35Sプロモーターにアンチセ ンス方向に繋 ぎ, タバコ

(1VicoliaTlalabacumcv.Havana)に導入 した｡その結果,リグニン量はそれほど減 らないのに対 し,S/G

比がかなり減少 し,シリンギルリグニンが特異的に減少すると報告 した｡そして,彼等は,この二機能

CAOMT以外に木化に関わる OMTがあることを推定 したが,実際,上述の様にほぼ同時に,Yeら

は,C｡AOMTの木化への関与を報告 しているH(')｡

一方,Niと Dixo一一らは,アルファルファ (Medzlcagojdiuacv.Apollo)の CAOMTcDNA を cMV35S

プロモーターにアンチセンス方向に繋ぎ,タバコ (Nico/～a'latabacumcv.Xanthi)に導入 した｡彼等は,

OMT活性の減少 と,チオグリコール酸 7)グニン量の減少を認めているが,個々の形質転換体について

は,OMT活性 とリグニン量に相関がなかった97)｡そこで彼等は,後にこの形質転換 タバコの内,最 も

OMT活性が低かった個体について再分析 し,OMT活性,クラーソンリグニン量がそれぞれ,コント

ロールの70%と85%まで減少 し,S/G比が若干上昇すると報告 しているリH)｡

次 いで,Doorsselaereらは, ポ プ ラ (Populu∫l'-ichocal･f,aXPopulu∫delloide∫)の CAOMT cDNA を

CMV35Sプロモーターにアンチセンス方向に繋ぎ,ポプラ (PopuluslremulaXPopulu∫alba)に導入 した｡

その結果, リグニ ン量 (クラーソン法 とアセチルブロマイド法による)には大きな変化は見られない

が,CAOMT活性が95%阻害されると共に,S/G比がコントロール (wild-type)の 1/6に低下 した形質

転換体を得た｡さらに,通常は見られない,5-ヒドロキシグアヤシル核を検出している～'9)｡

同様に,Tsaiらも,ポプラ (P.h･emuloz-de∫) の CAOMT をホモローガスセンスサプレッションによ

りダウンレギュレー トし, リグニン量には変化がみられないが,S/G比が大きく低Tすると共に 5-ヒ

ドロキシグアヤシル核を多量に含む形質転換体を得ている川｡)｡

OMT (C"/10MT)cDNA をアンチセ ンスおよびセンス方向で, タバコ (N.abacumcv.SamsunNN)-

導入 し,得 られた形質転換体の リグニン是,S/G比,oMT活性などを極めて詳細に検討 した｡その結

莱,oMT活性が,80-90%減少 してやっとリグニン組成に影響がでて くること,oMT活性が減少 し

ても,Klasollリグニン量には変化がないこと,oMT活性の減少の程度が高いほど S/G比が低下 し,

同時に 5-ヒ ドロキシグアヤシル核が増加すること,全長でない cDNA を導入すると,幼植物では

oMT活性の減少が見られても,成長に伴い OMT活性が回復することなどを報告 した1Ol).そして,

彼等は,classIOMT (CAOMT)は,シリンギル リグニンの生合成に関与 し,coAOMT は,グアヤ

シル核の生成に関与 している可能性を指摘 し,CoAOMT のダウンレギュレーション実験の重要性につ

いて言及している川1)0

その後,coAOMT について,従来より検討 を続けていた Yeらは,タバコ (N.labacumcv.Xanthi)

の CoAOMT および CAOMT をそれぞれ別個 に,あるいは,両者 を共 に, タバ コ (N.labacumcv.

xanthi)にアンチセンス方向で導入 し,形質転換体の リグニン量や OMT活性などを分析 した｡その

結果,興味あることに,coAOMT を単独でダウンレギュレー トし,coAOMT活性の減少が見られた

形質転換体では, リグニン量が減少 し,グアヤシルおよびシリンギル核が共に減少 していた｡ また,

CAOMT を単独でタウンレギュレー トすることにより,cAOMT活性の減少 した形質転換体では, リ
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グニン量はそれ程減少せず,シリンギル核量が大きく減少 した｡一方,coAOMTおよび CAOMT を

共にダウンレギュレー トした形質転換体では,CoAOMTのみをダウンレギュレー トした場合よりも,

さらに大 きくリグニン量が低下 したl｡2)｡この結果は,C｡AOMTの木化への関与 を決定的に裏付ける

と共に,OMTのダウンレギュレーションに関する,上述 した他の報告 とも,Dix.nらtH l98)のデータ

を除いてよく一致する｡ただ,invitroで,5-ヒ ドロキシフェルロイル CoAのメチル化 を coAOMT

が触媒することができることから,Yeら1｡'2)は,CAOMTのダウンレギュレーションのみが,大幅な

シリンギルリグニンの減少につながったことに関しては,十分な説明をすることが出来ず,フェルロイ

ル CoAの水酸化酵素が存在 しないからと考えると,一応説明がつ くとしている｡なお,ごく最近 Ye

ら1°3)は,ポプラ (P.i,emulaXP.alba)の C.AOMT についても,上述のタバコの場合1｡2)と同様の結

果 を得ている｡すなわち,この CoAOMT をアンチセンス法でダウンレギュレー トすることにより,

リグニン量が大幅に減少すると共に,グアヤシルおよびシリンギル核両方の減少をともなった形質転換

ポプラを得たllJ3)｡

2.2.3.5)ケイヒアルデヒド経路

ともあれ,以上の OMTのダウンレギュレーション実験の結果より,双子葉植物の リグニ ン生合成

における,CAOMT とCoAOMTの役割について,興味あるそしてかなり確からしい推定が成 り立つ

様になった｡すなわち,cAOMT は,グアヤシル核からのシリンギル核の生成に関与 し,CoAOMT

は,グアヤシル核の生成に関与 している可能性である｡ しか し,メポリックグリッド上の主要代謝経路

の詳細,特にメタポ リックグリッド上のどの段階に,これら2種の OMTが配置 されているのかにつ

いては,なお不明で,単なる推定の域を越えておらず,また,類似のダウンレギュレーション実験をく

り返 しても,この点は解決できそうになかった｡

この間題 は,ご く最近の Chiangら25･'2̀')の報告 によ り,解決 を見たo すなわち,彼 らは25), ス

ウィー トガム (Liquidambarstyacljlua)か ら,P450モ ノオキシゲナーゼ (LsM88)と cAOMTの cDNA

をクローニ ング した｡そ して,LsM88cDNA をシロイヌナズナの NADPH-CytochromeP450Rcduc-

tase(CPR)と,酵母で共発現 させることにより,モノオキシゲナーゼ活性を得た｡LsM88は,フェル

ラ酸の水酸化を触媒するのみならず,コニフェリルアルデヒドの水酸化による5-ヒドロキシコニフェ

リルアルデヒドの生成 も触媒 した｡そればかりか,コニフェリルアルデヒドに対する k｡く1./K,t､値はフェ

ルラ酸に対するそれの約140倍であった｡特に重要なことに,コ二フェリルアルデヒドが,フェルラ酸

の水酸化の非競争阻害剤 (K,-0.59FLM)となることも兄い出されたo同様の結果は,スイー トガム木

部か ら調製 した ミクロソーム画分を用いて も得 られ,また,フェルロイル CoAやコニフェリルアル

コールの水酸化活性は認められなかった｡これ らのことから,彼等は,LsM88をコニフェ1)ルアルデ

ヒド5-ヒドロキシラーゼ (CAld5H)と命名 した｡さらに,フェルラ酸 とコニフェリルアルデヒドを基

質として共存させたとき,コニフェリルアルデヒドの水酸化のみが進行することは,スイー トガム以外

にも,ポプラ (Populu51remuloidej)を始めとする9樹種の酵素標品について確認 された2̀))0

--万,大腸菌で発現 させたスウィー トガム組換 え cAOMT およびスウィー トガム木部か ら得た

cAOMT は,5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒドと5-ヒドロキシフェルラ酸のメチル化を,ほぼ同

じ比活性で触媒 し,それぞれシナピルアルデヒドとシナ ップ酸を生成させることが出来た｡よって,

cAld5H の基質特異性 とあわせ,ケイヒアルデヒドの酸化段階でシリンギル核が生成 しうることが示 さ

れた25)｡彼等は,さらに,ポプラ (P.lremuloide∫)の大腸菌組換え cAOMT を用い,5-ヒドロキシコニ

フェ.)ルアルデヒドのメチル化について詳細に検討 した2̀-)｡すなわち,ポプラ組換え cAOMTの 5-

ヒ ドロキシコニフェT)ルアルデヒドに対する vn､.lJKI､､値は,5-ヒドロキシフェルラ酸 とカフェー酸に

対する値のそれぞれ,5および31倍であった｡さらに,特に重要なことに,5-ヒドロキシコニフェリル

アルデヒド,5-ヒドロキシフェルラ酸およびカフェー酸の等モル混合物を基質とした場合,5-ヒドロキ
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シコニフェリルアルデヒドのシナピルアルデヒド-のメチル化のみが進行 し,他の二基質のメチル化は

阻害 されていた｡この 5-ヒドロキシコ二フェリルアルデヒ ドによる阻害は,ポプラ,スウィー トガム

を含む10樹種の酵素標品についても確認された｡以上の結果から,chiangらは,従来ヒドロキシケイ

ヒ酸 O-メチル トランスフェラーゼ (CAOMT)と呼ばれていたものの実体は,5-ヒ ドロキシコニフェ

リルアルデヒドOMTであ り,AldOMT と略称するよう提案すると共に,ケイヒアルデヒドの段階で

のシリンギル核の生成をかざとする,図 1に太矢印で示 した経路を双子葉植物のシリンギル核の生成に

関 して提案 している'2(I)0

この経路の要点は,端的には,ケイヒ酸経路のメタポ リックグリッドの比較的上流段階で,CoAエ

ステル化が起 こること,お よび CoAOMT が 3位 の メチ ル化 (グアヤ シル核 の生成) に与 り,

CAOMT (AldOMT)は,グアヤシル核の 5位のメチル化 (シリンギル核の生成)に与ることである｡

また,この経路の制御に関 して,コニフェリルアルデヒドおよび 5一ヒドロキシコ二フェリルアルデヒ

ドが,それぞれフェルラ酸の水酸化およびカフェー酸 と5-ヒドロキシフェルラ酸のメチル化を阻害す

ることが兄い出されたことは,特に興味深い｡この経路の重要性は,従来から指摘されていた,双子葉

植物のケイヒ酸経路のメタポリックグリッドに関する未解明の種々の問題を解決することができると共

に,ダウンレギュレーション実験を始めとする最近の研究結果を包含 して大筋で矛盾無 く説明できる点

にある｡

すなわち,まず,a) リグニン生合成の組織化学に関 して,広葉樹の細胞の種類 とリグニン構造に関

する Fukushim｡とTer｡shi｡は らの詳細な報告411‥う)があ り,道管の リグニンはグアヤシル (G)核 リッ

チで,木化 も早 く完了するのに対 し,木繊維の場合,初期に沈着する複合中間層 リグニンはG核 リッチ

であるが,後期に沈着する二次壁 リグニンは,シリンギル (S)核 リッチであることが報告されている｡

そ して,木化に供給 されるリグニンモ ノマーは,総 じて,木化初期ではG型 (コニフェリルアルコー

ル),後期では S型 (シナピルアルコール) と報告 されている｡ さらに, b)前述のように,YeらH7)

は,OMTの発現の組織および時期特異性に関 して報告 してお り,coAOMT は,木化中の全ての細胞

で発現 しているのに対 し,CAOMT は道管要素よりも主に木繊維で党規 していると報告 した｡C) ま

た,Inoueらヰu)Cま,アルファルファ (MedlcagoJaliz''"V･Apollo)の節間部は,成熟に伴いメ トキシル基

含量が増加するが,このメ トキシル基の増加 と5-ヒドロキシフェルラ酸のメチル化活性の変動は相関

するものの,5-ヒドロキシフェルロイル CoAのメチル化活性の変動 とは相関 しないことを兄いILTt=ノて

いる｡d)実際,oMrlrのダウンレギュレーションに関する上述の Dwivediらリー,),D.Wssel｡ereら'J9),

Tsaiら川u),At｡Ⅰuss.V｡ら1り1)ぉよぴ Yeら1｡日 日li)の実験結果 をまとめると,双子菓植物の リグニン生

合成において,CAOMT はグアヤシル核からのシリンギル核の生成に関与 し,CoAOMT はグアヤシ

ル核の生成に関与 していると考えられ,a～C)の結果 と整合性が取れている｡e)さらに,双子葉植物

の 4-ヒドロキシケイヒ酸 coA リガーゼ (4CI.)では,シナップ酸に対する活性がきわめて低い例が多

いことが従来より知 られていた即 ))｡f､) また,ポプラ (Popu/u∫eu,･ame7-Z･C'"la)･LH)やセイヨウカジカエデ

(AcerpJeudoplalanus):うJ)の CCRでは,フェルロイル CoAが最 も良い基質であると考えられる｡

chiangらが報告 した新経路25.畑 ま,これらa)～r)の実験事実を包含 して説明することができる｡

すなわち,この経路では,CoAOMTがグアヤシル核の生成に与 り,CAOMT (AldOMT)は,グアヤ

シル核の 5位のメチル化 (シリンギル核の生成)に与ると共に,CoAエステルの生成が oMTが働 く

前の段階でおこることから,シナップ酸の CoAエステル化は回避される｡

chi乙111gらL't-'･L'(I)が提案 したケイヒアルデヒドの段階での水酸化 とそれに引き続 くメチル化によるシ.)

ンギル核の生成 (この経路 を,以後ケイヒアルデヒ ド経路 と呼ぶ)は,その後,cl-appleらによって

も,確認さjtた1り-i)｡

すなわち,chappleらは,1996年にシナボイルマレー トとシリンギルリグニンの産生能を欠 くシロイ
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ヌナズナ (Arabidopsi∫lhaliana)の変異株を指標 とし,T-DNA タギング/プラスミドレスキューにより初

めてシロイヌナズナから F5HcDNA をクローニングした2H)｡次いで,C4H 遺伝子のプロモーターに

F5HcDNA を繋 ぎ,この変異株に形質転換 したところ,生成 したリグニンはほとんどシリンギル核か

らなっていたと報告 したl｡5)｡さらに,彼等は,シロイヌナズナ F5H を酵母で発現 させ,組換え酵素

を得た｡この組換え酵素は,フェルラ酸,コニフェリルアルデヒド,コニフェリルアルコールに対する

V "-こ､X はほぼ同 じであったが,Kn､値は大 きく異な り,特にフェルラ酸の Kn1倍 (lmM)は,コニフェ

リルアルコール (1〃M),コニフェリルアルコール (3JJM)の,それぞれ1,000倍 と333倍であったo

F5H とシロイヌナズナの粗 cAOMT或は大腸菌組換え cAOMT を組み合わせてアッセイすると,坐

成物の同定は不十分ながら,コニフェリルアルデヒドあるいはコニフェリルアルコールからそれぞれシ

ナピルアルデヒドとシナピルアルコールが生成 したことから,フェルラ酸に対する 凡 ､､値の高 さとあ

わせ,彼等 もケイヒアルデヒド経路を提案 している｡これに加え,彼等はケイヒアルコール段階の水酸

化 とメチル化 (ケイヒアルコール経路) も進行することを報告 しているが,これは,最近,福島等が重

水素標識体のフィーディング実験 をもとに提唱 した経路 と一致するl｡̀i)｡ また,Mauryらも, タバコ

(Nicolianatabacumcv.SamsunNN)の CAOMT による5-ヒ ドロキシコニフェリルアルコールのメチル

化 を報告 している95)｡一方,chiangらは,ケイヒアルコール段階での変換については否定的である

が2F'),ケイヒアルコール経路に関 しては植物桂による違いがあるかもしれない｡

このように,双子葉植物のリグニン合成経路に関 しては,かなり解明が進んできたが,裸子植物およ

びイネ科植物のリグニン合成経路はまだ未解明の部分が多 く残されている｡これは,1つには,針葉樹

における形質転換系が双子菓植物程には確立 していないことにもよると考えられる｡いずれにしても,

図 1の太矢印の経路が,裸子植物およびイネ科植物のリグニン合成にもあてはまるかどうかは今後の課

題である｡また,カフェイルアルデヒドのメチル化の可能性 もさらに今後検討する必要があろう｡

これ と関連 して,針葉樹 [クロマ ツ (Pinu∫lhunbergii)芽生 え] か ら精製 された oMT の場合,

FA/SA比は 1/0.05であった7｡)｡よって,この OMrrの性質は,少な くとも基質特異性に関 しては,

広葉樹やイネ科植物の CAOMT とは異なっている｡当時は,CoAOMTの存在は知られていなかった

ので,ケイヒ酸類の CoAエステルに対する基質特異性は調べ られていない｡ しか し,Mg2+要求性を

持たないことか らすると,coAOMTではないと考えられる｡さらに,ロブロリーパイン (Pi'luJlaeda)

の木化には,AEOMT とC.AOMT とが共に関与 しているとされている壬… り)が,ロブロリーパインの

coAOMT と AEOMT の FA/SA 比 は, それぞれ,約 5/E3と3/2で あ り, クロマ ツの OMT の値

(1/0.05) とは大 きく懸け離れている｡従って,現時点では,上記のクロマツの OMT は,未だその

cDNAがクローニングされていない CAOMTの一種である可能性がある｡

上述のように,双子葉植物の CAOMT は,グアヤシル核ではなくてシリンギル核の生成に与 り,そ

の実体は,AldOMTであると報告 されているL'う･2̀う)が,言 うまで もなく,針葉樹 リグニンは主としてグ

アヤシル核からなる｡よって,上記のクロマツからの OMTが,いわゆる CAOMTなら,そのリグニ

ン生合成における役割は,双子葉植物の場合とは異なることとなり,今後の解明が待たれる｡なお,

Kurodaら7°)は,クロマツ (P.lhunbergiz')芽生えの OMT を精製中に,FA/SA-1/0.6の微少画分 を兄

い出している｡この画分の性質の詳細は,Mg2+要求性 も含めて,報告 されていないが,ロブロリーパ

インの C｡AOMTの FA/SA比 (1/1.6)Ht畑二は及ばないものの,5-ヒドロキシフェルラ酸に対する比活

性が比較的高いことから,この画分が,AEOMT もしくは CoAOMTである可能性 もある｡

3.ケイヒ酸経路の代謝工学

ケイヒ酸経路の代謝工学 を行 う上での,重要な背景の 1つは,ブラウンミッドリブ (BMR)変異体

の存在である｡すなわち,古 くから, トウモロコシ (Zeama_yj)とモロコシ (Sorghumbicolor)について,
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維管束の周囲の木化細胞が赤褐色に変色 し, リグニン含量が低 く反勧動物による消化性がよい,いわゆ

る BMR変異体の存在が知 られていた川7･mH)｡そ して,BMRの系統の中で,OMT のみの活性が低T

している トウモロコシの系統 1｡7･l｡H),あるいは,oMT と cAD の活性が低下 しているモロコシの系

統1り～')が兄い出された｡これらの報告は,ケイヒ酸経路上の酵素 を適切にダウンレギュレー トすれば,

成育を損なわずにリグニン量を低下させることができることを示唆 しており,ケイヒ酸経路の代謝工学

を加速することになった｡

実際,1980年代の後半以降,続々とケイヒ酸経路の酵素の cDNAがクローニングされた後を受け,

ただちに,これらの cDNA を用いたリグニン生合成の代謝工学が相次いで報告 されてきた｡言 うまで

もなく,これらの研究の目的の 1つは,各々の酵素の機能の検証であるが,他方は, リグニン含量の低

い (すなわちパルプ化に有利な)樹木の作出およびリグニン含量の低い (すなわち消化率の良い)飼料

の作出にある｡

現在 までに,cl)NA がクローニングされた全ての酵素 (F5H 以外)について,各々をダウンレギュ

レー トした形質転換体の作出が報告されてお り,oMT のダウンレギュレーションについては,上述 し

た.これらの OMT の代謝制御の研究の結果,OMT の機能について多 くの知見が得 られ,シリンギ

ルリグニン生合成経路に関する理解が一･新 された｡

一方 応用面か らは,4(二1.の制御の例が,特 に興味深い｡す なわち,最近 chiangらは,ポプラ

(populuylremu/oz'de∫)から,2校の 4CLをクローニングし, 一 つ (4CLl)は,木化に,他方 (4CL2)は,

おそらくフラボノイド生合成に関わることを明らかにしたIn)｡次いで, 4CLlをアンチセンス法でダ

ウンレギュレー トした形質転換ポプラ (P./'-emu/oz'deL､)を作出した｡このポプラのリグニン量は,コント

ロールの45%にまで減少 していたが,興味あることに,セルロースの絶対量が,コントロールに対 して

15%増加 していた｡また,樹体の成育 も,コントロールより良 く,木繊維の形状は,コントロールと変

らないと報告されている｡よって,この形質転換体は,パルプ化に適する組換え体として極めて有望で

あろう111)oまた,Kajitaら‖L'.)1'う)ぉよぴ 1)oLlglasら-1う)ち,4CLの代謝制御によるリグニン量の減少を

報告 している｡

CAl)のダウンレギュレーションも,代謝制御の観点か らは興味深い｡すなわち,CAD をダウンレ

ギュ レー トした タバ コ (Nz･coll･a,lalabacum γar.∫,","umlll),Nzcolz.〟71atabacum Xanthi｡cllう))やポ プラ

(populu∫tre"川J'IXPopu/uJalba)Ilo)の場合,いずれ もリグニン量は減 らなかったが, リグニン中のケイ

ヒアルデヒド構造が増え,組織が赤褐色に変色 したと報告された｡この変異 リグニンでは,ケイヒアル

デヒド類が,対応するケイヒアルコールに還元されないままリグニン中に取 り込まれたことを示 してお

り,通常の最終前駆体 (モノリグノール)でなくても, リグニンに取 り込まれ得ることを示 している｡

そ して,この形質転換ポプラの変異 リグニンは,アルカリにとけやす くなってお り,パルプ化に際 して

パルプ収量はコントロールと変らないものの,Kappa価は低下 している川 ')o よって,CAD の代謝制

御は,パルプ化に適する樹木の分子育種の面から興味深い｡なお,HigtlChiらはコニフェリルアルデヒ

ドから DHPを合成 し,これが実際に赤褐色を里することを確認 している117)｡

一一万,ケイヒ酸経路の上流部に位置する PALの タバコ (Nz'coliaTlalabacumcv.Xanthi)におけるダウ

ンレギュレーションについては,Elkindら】1H),13et｡ら■川),sewllltら142り)の報告があ り,いずれもリグ

ニン量の減少を報告 している｡また,Sewaltらは,同時に C4H のダウンレギュレーションによるリグ

ニン量の減少についても報告 しているlL'̀')｡ccRのタバコ (Nico/ianalabacumcv.S｡msunNN)における

ダウンレギュレーションは,Piquemalらによって報告 されたが, リグニン量は減少 したものの,形質

転換体の成育が抑制されたと報告されているlL'l)｡

なお,最近 Kawa｡k｡ら12L')は,フェニルプロパ ノイド生合成系の酵素の遺伝子発現における cl,エ レ

メン トである Pal-boxに結合する タンパ ク (Ntliml)の cDNA をタバ コ (Nicolianalabacumcv.Petit
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HavanaSR-I)からクローニングし,その機能を調べている｡すなわち,Ntlimlの発現をアンチセンス

法で抑えた形質転換 タバコ (N.labacumcv.PCtitHavanaSR-1)では,PAL,4CLおよび CAD の活性

が顕著に低下 し, リグニン量 も,コントロールに対 して27%の減少をみた｡

4.あ わ り に

1994年に黒田は,当時のケイヒ酸経路の研究状況について,｢--アンチセンス法を代表 とするケイ

ヒ酸経路の代謝制御は,水面下でかなり俄烈な競争が繰 り広げられている｡--･中略--･フェニルプロ

パ ノイド誘導体の生合成に関 して,遺伝子に関する知見が急速に蓄積されはじめている｡｣ と述べてい

るE':-')o実際,その後数年のうちに,これらの研究は次々と公表され,ケイヒ酸経路の諸酵素の機能に

関する理解は格段に進んできた｡すなわち,近年の分子生物学的手法の進歩がブレークスルーとなり,

この分野の研究は大 きく進展 してお り, 1980年代のこの分野の進歩と比較するとまさに睦 目の感があ

る｡そして,次の段階の課題 としては,例えば,ケイヒ酸経路の代謝を統括 して制御する因子の研究

や,現在のケイヒ酸経路の研究が,双子葉植物におけるリグニン生合成に関するものが殆どであること

か ら,その他の植物のケイヒ酸経路の研究 もあげられる｡なお,ケイヒ酸経路の研究の複雑さの 1つ

は,多 くの化合物群,すなわち,リグニンを始めとして,リグナン,ネオリグナン,ノルリグナン,フ

ラボ ノイド,スチルベ ン,およびフェニルプロパノイドモノマー (クマリン等)の生合成が,この経路

に重なって乗 り入れていることに起因している｡多 くの場合, リグニンとフラボ ノイ ド以外の化合物の

存在には十分な注意が払われずに,酵素の機能について論 じられているようであるが,今後,ケイヒ酸

経路の代謝について,例えばその トランスクリプ トーム,プロテオーム,メタボロームについて詳細に

検討する際には,これらリグニンおよびフラボノイド以外の化合物の時期および組織特異的な存在には

十分注意を払 うべ きであろう｡そして,植物化学的な知見や,酵素の細胞内局在に関する知見123)を始

めとして,ケイヒ酸経路の科学に関する総合的な知見のさらなる蓄積が,この経路の代謝工学の今後の

研究の進展には不可欠と思われる｡
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