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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の細胞外プロテオグリカンであるアラビノガラクタン-プロテイン
（AGP）と複雑な糖鎖構造をもつペクチンの分子機能に焦点をあてて、非セルロース性細胞壁成分の植物体の優
れた物理的性質への寄与を探った。真菌由来の糖鎖分解酵素遺伝子を利用してAGPの糖鎖が生体内で特異的に破
壊される植物を作出し、AGPの糖鎖がセルロース合成を介して細胞壁の物性や細胞の形態に関わることを示し
た。また、ペクチンのラムノガラクツロナン-I（RG-I）の主鎖合成酵素を発見・同定し、RG-Iのアラビナンが
RG-IIとともに細胞形態や細胞接着に関わることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the molecular functions of plant extracellular 
proteoglycans, arabinogalactan-proteins (AGPs) and pectin to clarify how non-cellulosic 
polysaccharides contribute to mechanical properties of plants. We generated transgenic Arabidopsis 
expressing fungal glycoside hydrolases specific to the glycan moieties of AGP. The degradation of 
AGPs changed the mechanical properties of cell walls causing severe dwarf phenotypes in Arabidopsis 
seedlings. Cell wall analysis suggested that AGPs are required for normal cellulose synthesis. We 
also identified rhamnogalacturonan (RG)-I L-rhamnosyltransferases, RRTs, in Arabidopsis. In 
addition, arabinan side chains of RG-I was shown to affect mechanical properties of cell wall via 
cell adhesion and cell shape regulation.

研究分野： 植物糖鎖生物学

キーワード： アラビノガラクタン-プロテイン　ペクチン　糖質分解酵素　植物細胞壁　誘導発現系

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AGPとペクチンは植物細胞壁の多糖類の中で最も複雑な構造をもつ分子であり、生体内でのはたらきはよくわか
っていない。AGPの糖鎖主鎖の破壊が起こる植物を作出し、AGPが細胞形態や組織形態の制御に関わることを示し
た。また、本研究ではペクチンの主要なドメインの一つであるRG-Iの主鎖合成酵素を初めて同定した。また、
RG-Iが少なくとも胚軸では細胞接着などを介して整った組織形態の形成に寄与し、RG-IIとの間に部分的な機能
重複が存在することが明らかになった。細胞壁の屋台骨とも言われるセルロースに加えて、これらの非セルロー
ス性成分も植物体の優れた物理的性質に寄与していることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

植物体の強固でしなやかな力学特性は、細胞や組織の形態と細胞壁の物理的性質によっても
たらされる。本研究では、植物細胞壁の非セルロース性成分の中でも、特にアラビノガラクタン
-プロテイン（AGP）とペクチンに焦点をあて、植物体に優れた力学特性が付与される仕組みの
解明を目指した。 

AGP は植物特有の細胞外プロテオグリカンであり、植物に普遍的に存在する細胞壁のマイナ
ー成分である。AGP はコアプロテイン部分とタイプ II のアラビノガラクタン（AG）糖鎖部分か
らなり、重量の大半を糖鎖が占めている。AGP は陸上植物に普遍的に見られることから、細胞
壁構築に重要な分子と考えられる。タイプ II AG には構造多様性がみられるが、主鎖が β-1,3-ガ
ラクタンであり側鎖が β-1,6-ガラクタンであることは共通している。これまで、AGP の機能解析
には、β-1,3-ガラクタン主鎖に特異的に結合する Yariv 試薬が利用されてきたが（Kitazawa et al., 

2013）、Yariv 試薬は胚軸や葉では吸収されず、副次的な効果も指摘されていた。したがって、AGP

の分子機能の解析には別のアプローチが必要であった。 

ペクチンは細胞壁最外層に多く存在し、ホモガラクツロナン（HG）、ラムノガラクツロナン
（RG）-I、RG-II の３つの領域から成る多糖である。RG-II 領域は 10 種類以上の糖から成り、
また 20 種類以上の結合があるなど、ペクチンは植物で最も複雑な糖鎖構造を持つ多糖である。
HG の合成酵素はすでに発見され、生化学的によく解析されているが（O’Neill et al., 2001; Mohnen, 

2008; Atmodjo et al., 2011; Atmodjo et al., 2013）、RG-I の合成酵素は見つかっていなかった。また、
HG はカルシウムイオンを介して、また RG-II はホウ素を介して分子間架橋に関わることなども
わかっているが、RG-I に関してはその合成機構や分子機能はほとんどわかっていなかった。 

 

２．研究の目的 

(1)AG 糖鎖の共通構造の探索 

タイプ II AG 糖鎖は L-アラビノース（L-Ara）やグルクロン酸（GlcA）、L-フコース（L-Fuc）な
どの末端修飾糖残基に違いがあり、植物種による構造多様性が存在することは知られていたが、
糖鎖の骨格構造である β-1,3-ガラクタン主鎖や β-1,6-ガラクタン側鎖の構造的特徴はほとんど比
較されてこなかった。そこで本研究では、酵素による特異的な断片化を利用して、異なる植物種
間でガラクタン骨格構造を比較し、タイプ II AG 糖鎖を分類することを目的とした。 

 

(2)AG 糖鎖の生理的重要性の解明 

タイプ II AG 糖鎖は植物生体内に広く存在するため、細胞壁構築で何か普遍的な役割を持つと
予想される。そこで、真菌由来の AG 糖鎖分解酵素遺伝子を利用して、植物生体内で AG 糖鎖が
特異的に破壊される実験系を構築し、AG 糖鎖の細胞壁物性や細胞壁構築への寄与や機能に重要
な糖鎖構造を明らかにすることを目的とした。 

 

(3)ペクチン RG-I の主鎖合成酵素の探索 

ペクチンの RG-I は、ラムノース（L-Rha）とガラクツロン酸（GalA）が交互に並ぶ主鎖に、
α-1,3:1,5-アラビナンやβ-1,4-ガラクタンが側鎖として結合する。これらの構造のうち、β-1,4-

ガラクタン以外は糖鎖合成酵素（糖転移酵素）が発見されていなかった。そこで本研究では、RG-

I 主鎖の合成酵素を探索した。 

 

(4)RG-I と RG-II の機能的重複の解明 

ペクチンは HG と RG-I, RG-II の３つのドメインから成るが、特に RG-I の重要性や役割がわ
かっていなかった。本研究では、特に RG-I のアラビナンの合成異常が茎（胚軸）の細胞壁物性
に与える影響から、RG-II との機能上の関係を整理することを試みた。 

 

３．研究の方法 

(1)AG 糖鎖の共通構造の探索 

ホウレンソウ、ブロッコリー、チンゲンサイ、コマツナ、キュウリから AGP を抽出し、β-1,3-

ガラクタン主鎖に特異的に作用するウスバタケ（Irpex lacteus）由来のエキソ-β-1,3-ガラクタナー
ゼ、Il3GAL とアカパンカビ（Neurospora crassa）由来のエンド-β-1,3-ガラクタナーゼ、NcEn3GAL

を作用させることで、タイプ II AG 糖鎖を断片化した。生じたオリゴ糖を HPLC で分析すること
で、タイプ II AG 糖鎖の骨格構造を比較した（Tsumuraya et al., 1990; Kotake et al., 2011）。 

 
(2)AG 糖鎖の生理的重要性の解明 

本研究では、β-1,3-ガラクタン主鎖に作用する酵素、Il3GAL や、β-1,6-ガラクタン側鎖に作用
する酵素、Tv6GAL が発現することで、タイプ II AG 糖鎖が特異的に破壊されるシロイヌナズナ
を作出した。発現にはデキサメタゾン（Dex）誘導発現系（Aoayama and Chua, 1997）を利用した。 

植物体の優れた物理的特性は、組織・細胞の形態と細胞壁物性によってもたらされると考えら



れる。そこで、これらの組換え植物について、（i）暗所育成胚軸の成長、（ii）植物体の組織・細
胞形態、（iii）細胞壁物性、（iv）細胞壁成分の化学的特性、について調べた。 

 

(3)ペクチン RG-I の主鎖合成酵素の探索 

側鎖のないペクチン RG-I はシロイヌナズナでは種子分泌多糖（ムシレージ）に多いことが知
られている。そこで、トランスクリプトームデータ・共発現遺伝子データベースを利用して、候
補となる糖転移酵素遺伝子の絞り込みを行った。また、候補遺伝子をタバコ BY-2 細胞および
HEK293 細胞に遺伝子導入し、RG-I 主鎖の生合成に関わる L-Rha 転移酵素および GalA 転移酵素
の活性を評価した。なお、この酵素活性のアッセイに必要な RG-I オリゴ糖や UDP-L-ラムノース
については調製方法を確立している（Uehara et al., 2017）。 

 

(4)RG-I と RG-II の機能的重複の解明 

ペクチンのドメインのうち RG-II については、GDP-L-フコースの合成が異常な変異体である
mur1 では L-フコースより先の糖鎖構造が欠失し、ホウ素による分子間架橋能が低下することが
示唆されている（Zablackis et al., 1996; O’Neill et al., 2001）。一方で、RG-I の側鎖であるアラビナ
ンについては、ARAD1 と ARAD2 と呼ばれる因子が合成に関与することが報告されている
（Harholt et al., 2012）。そこで本研究では、シロイヌナズナの mur1 変異体と arad2 変異体につい
て、暗所育成胚軸の表皮を走査型電子顕微鏡により詳細に観察した。また、mur1 arad2 二重変異
体についても同様の解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1)AG 糖鎖の共通構造の探索 

 
 
 
 
 
 
 
 
 AG は主鎖構造からタイプ I と II に分けられるが、タイプ II の側鎖に相当するタイプ II 関連
グループも存在する（図１）。５種類の野菜から抽出した AGP についてガラクタン骨格の構造を
比較したところ、いずれの植物のタイプ II AG も側鎖の分岐率は５割前後であり、１残基（Gal）
または２残基（β-1,6-Gal2）の短い側鎖が側鎖の９割程度を占めることがわかった（Ito et al., 2020）。
野菜などに含まれる AGP のタイプ II AG は gum arabic やカラマツの AG とは性質の異なる性質
のタイプ II AG である可能性が高い。そこでこれらを踏まえて、タイプ II AG については、野菜
などに一般的に含まれる AGP-subgroup とカラマツの AG などに多い gum arabic-subgroup に区別
することを提案した（Ito et al., 2020; Ghosh et al., 2023）。 

 
(2)AG 糖鎖の生理的重要性の解明 

Dex 誘導で Il3GAL が発現するシロイヌナズナ（Dex::Il3GAL 植物）では、Dex 存在下で育成
すると高い β-1,3-ガラクタン分解活性が見られ、タイプ II AG の量が激減していた（Yoshimi et al., 

2020）。Dex 誘導で Trichoderma viride 由来のエンド-β-1,6-ガラクタナーゼ、Tv6GAL が発現する
シロイヌナズナ（Dex::Tv6GAL 植物）では、生体内で長い β-1,6-ガラクタンが破壊されていた
（Kikuchi et al., 2022）。 

Dex::Il3GAL 植物では著しい組織形態の異常が観察された（図２）。特に胚軸や子葉では、肥
大した表皮細胞が見られ、横断切片の観察から内部の組織の形態も大きく乱れていることがわ
かった（図３）。AGP の生理的重要性はこれまで Yariv 試薬を用いて調べられてきたが、本研究
では、Yariv 試薬とは独立した研究アプローチにより、タイプ II AG の生理的重要性を示すこと
ができた。また、Yariv 試薬が効きにくい胚軸で AGP の機能阻害の影響を調べることができた。 

Dex::Il3GAL 植物ではタイプ II AG の糖鎖主鎖が破壊されるため、劇的な分解が起こる一方
で、機能に重要な糖鎖構造を特定できない。Dex::Tv6GAL 植物では、Dex::Il3GAL 植物ほどでは
ないものの、成長阻害などの同様の形質が見られ、AGP-subgroup のタイプ II AG に見られる長
い β-1,6-ガラクタンが機能に重要であることが示唆された。 

タイプ II AG の植物体の優れた力学特性への関与を調べるために、暗所で育成した植物の胚
軸を引張試験に供したところ、Dex::Il3GAL 植物と Dex::Tv6GAL 植物いずれも、破断強度が低下
し、伸展性が増加していることがわかった。また、これらの植物の細胞壁成分を詳細に調べたと
ころ、Dex::Il3GAL 植物と Dex::Tv6GAL 植物いずれでも、細胞壁のセルロース量が顕著に低下し
ており、細胞壁物性の変化の少なくとも一部は、セルロース合成の異常によることが示唆された。 

関連して、本新学術領域の海外連携機関であるケンブリッジ大学とは、GlcA 残基や MeGlcA

残基の生理的役割に関する共同研究を行った（Lopez-Fernandez et al., 2020）。タイプ II AG の GlcA

残基は、GlcAT14 と呼ばれる一群の GlcA 転移酵素によって付加される。GlcAT14 遺伝子の三重
変異体はタイプ II AGのGlcA残基の９割以上を失っており、カルシウム依存的な成長を示した。

 図１ 



これらの結果から、GlcA 残基が細胞外カルシウムの保持に関わると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)ペクチン RG-I の主鎖合成酵素の探索 

シロイヌナズナでペクチン RG-I 主鎖の生合成に関わる L-Rha 転移酵素 RRT の候補遺伝子を
トランスクリプトームデータなどから挙げて、これをタバコ培養細胞あるいは HEK293 細胞で
その遺伝子がコードするタンパク質を発現させた。このタンパク質に RG-I 主鎖を合成するラム
ノース転移酵素活性を見出し、RRT1 と名付けた（Takenaka et al., 2018）。その後、相同遺伝子を
中心に解析を進め、シロイヌナズナに 10 種類、ゼニゴケに 4 種類 RRT 遺伝子があることを見出
した（Wachananawat et al., 2020）。いずれも糖転移酵素ファミリーGT106 に属する遺伝子であっ
た。シロイヌナズナ rrt8 欠損変異体は、細胞接着が弱く強度が低かった。ゼニゴケ rrt の欠損変
異体では仮根や胚状体の形態形成に異常が見られた。このように、RG-I が細胞接着や形態形成
に関わることを初めて示した。また RG-I 主鎖生合成に関わるガラクツロン酸転移酵素遺伝子
RGGAT1 がアメリカのグループによって同定されたが（Amos et al., 2022）、同時期に RGGAT2~4

を RG-I ガラクツロン酸転移酵素として同定した。これらの RG-I 生合成に関わる二つの糖転移
酵素が共発現していることも明らかにした。 

 

(4)RG-I と RG-II の機能的重複の解明 

ペクチンには３つのドメインが存在するが、本研究では特に RG-I と RG-II の細胞接着や細胞
形態制御における機能上の重複に着目した。まず、急速な細胞成長が起こる暗所胚軸で、RG-I の
アラビナン側鎖が異常なシロイヌナズナの arad2 変異体と RG-II が異常な mur1 変異体の胚軸の
細胞壁物性を引張試験により調べたところ、どちらも野生型植物と比べてゆっくり破断される
ことがわかった。走査型電子顕微鏡で表皮組織を観察したところ、mur1 変異体で表皮細胞の剥
離や細胞列の乱れなどの異常がみられ、arad2 変異体でも程度は弱いものの同様の異常がみられ
た。これらの結果から、RG-I と RG-II には少なくとも部分的な機能重複があり、細胞接着や細
胞形態制御により、胚軸の細胞壁物性に影響していることがわかった。 
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The 7th International Conference on Plant Cell Wall Biology 2021年～2021年

共同研究相手国 相手方研究機関
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（機関番号）
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山口　雅利

(Yamaguchi Masatoshi)

(20373376)

埼玉大学・大学院理工学研究科・准教授

(12401)


