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研究成果の概要（和文）：植物細胞壁中でセルロース微繊維のネットワーク構築メカニズムは今尚未解明であ
る。その解明を目指して、植物界のXTHファミリー内のセルロースエンド型転移酵素の分布をゲノムより解析
し、車軸藻類にも存在することを見出した。次に、葉肉細胞のプロトプラスト上での細胞壁再生系を確立し、こ
の方法で、キシログルカン欠損変異体でもセルロース微繊維のネットワークが形成されることを明らかにした。
以上の結果から、キシログルカンはセルロースネットワークの初期構築には必須ではなく、セルロースエンドト
ランスルギーシラーゼが媒介するセルロースネットワークが陸上植物においても役割を果たしている可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism underlying the physical integration of cellulose 
microfibrils into the network architecture still remains controversial. To gain insight into this 
dilemma, we first investigated distribution of  cellulose endotransglucosylase in land plants by 
phylogeny. Next, we investigated the cell wall regeneration process using mesophyll protoplasts 
derived from xyloglucan less mutant leaves. Based on the results obtained we propose that xyloglucan
 is not essential for the initial assembly of the cellulose network, and that cellulose network 
formation as mediated by cellulose endotransglucosylase might play a role in the land plants.  

研究分野：植物生理学

キーワード： 細胞壁　XTH　セルロース　プロトプラスト　細胞壁再生　キシログルカン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陸上植物の細胞壁は、植物の発生・分化や成長のみならず、植物の生体防御や寄生、共生における種間の認識、
環境との相互作用や摂取など、陸上環境での植物の主要な機能のすべてに関わる細胞装置である。また、陸上植
物の細胞壁は、陸上のバイオマスの８割を占める循環型炭素資源であり、その根幹をなすのがセルロース微繊維
である。その重要性にも拘らず、細胞壁内でのセルロース微繊維のネットワーク構築メカニズムは今尚未解明の
ままである。今回の本研究の成果は、この未解明の問題を解明する重要な知見を与えるもので、基礎科学と技術
革新の両面において、社会的意義が大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
これまで広く受け入れられてきた細胞壁モデルでは、セルロース微繊維はキシログルカン分子
鎖により架橋され、網状構造を形成するとされていた。キシログルカン分子鎖を繋ぎ換える機能
をもつ酵素であるエンド型キシログルカン転移酵素(XTH)を我々が 1992 年に単離した後は、
XTH によるキシログルカン架橋の繋ぎ換え反応が細胞壁の構築・再編、ひいては細胞伸長の基
盤となる過程であると考えられるようになった。しかし、2008年にキシログルカンの合成能を
欠失したシロイヌナズナ変異体 xxt1 xxt2でも細胞壁が構築され、植物は成長するという驚くべ
き結果が報告された。この事実は、キシログルカンが細胞壁構築において必須でないことを示す
もので、XTH を介したキシログルカン架橋の再編モデルの再考を迫るものであると我々は、深
く受け止めた。 
 
２．研究の目的 
 
XTHは CAZy(糖質関連酵素)データベース (http://www.cazy.org/)ではGH16のサブグループに
分類され、全陸上植物間でよく保存され、どの植物種も約 30のメンバーから成るファミリーを
形成する。当初はいずれのメンバーもキシログルカンを基質として、分子間のエンド型転移反応
（繋ぎ換え）または分子内の加水分解反応（切断）を触媒すると考えられていた。しかし、最近
になり、β1,3/β1,4-グルカンを含むシダ植物のトクサ（Equisetum）やイネ科のオオムギでは
キシログルカンをβ1、3/β1、4-グルカンに転移する活性を持つ酵素を含むことが報告され、
XTHファミリーの基質は従来予想されていた以上に多様であることが分かってきた。 
  陸上植物の細胞壁を構成する多糖類は、植物の系統や発生段階で大きく異なり、キシログルカ
ンは必ずしも主要な多糖でないことがある。例えばイネ科植物やトクサの細胞壁中ではキシロ
グルカンはマイナー成分である。一方、XTH ファミリーの遺伝子数や蛋白質構造はイネからゼ
ニゴケまで陸上植物界で大きな変化がないことを我々はゲノム情報より明らかにしてきた。こ
の事実は、XTH がキシログルカン以外の、より普遍的な細胞壁多糖類を基質にしている可能性
を示唆していると我々は考えた。特に留意した点は、陸上植物界に存在する多数の XTH酵素の
中で、その酵素機能が生化学的に詳細に解析されたものがごく少数で、シロイヌナズナの 33の
XTHメンバーですら、その殆どが生化学的に解析されていないことである。 
 そこで、我々はこの点を検証し直すことにし、酵素機能が未解析の XTHの組み換え蛋白質を
Pichia pastoris 内で生産させて His tag 精製したのち、セルロースとキシログルカンを基質と
して酵素機能を再検証した。この蛋白質生産法で生産可能な酵素蛋白質は非常に限られたもの
であったが、シロイヌナズナの XTH のひとつである AtXTH3 が非結晶性のセルロース微繊維
をドナー基質として、それをアクセプター基質であるセルロースオリゴ糖に転移することを示
す予備的結果を得て、この酵素活性を Cellulose Endo Transglycosidase(CET)と命名した。本
研究ではこの知見を基に、新しい細胞壁のモデルの仮説を立て、その検証を目指して研究を進め
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 陸上植物と車軸藻類を含むストレプト植物全体を視野にいれて、XTH ファミリーの系統樹を
解析し、XTH ファミリーの蛋白質の中より CET 活性を持つことを我々が実証した AtXTH3 の類縁
遺伝子の探索を行う。 
 
(2) AtXTH3 の類縁遺伝子の組換え蛋白質を作成し、その酵素機能を実証すると同時に、CET 活性
を持つ酵素を欠損した変異体の表現型を解析、CET 酵素の機能を実証する（この計画は残念なが
ら未達成である） 
 
(3) キシログルカン欠損変異体のセルロース微繊維のネットワーク構造を、イメージングによ
り直接定量的に解析し、細胞壁構築に関する従来のキシログルカンによる繋ぎ留めネットワー
クモデルの検証を行い、新しい細胞壁モデルの構築を目指す。 
 
４．研究成果 
 
(1) CET 活性を持つことを実証済みのシロイヌナズナの AtXTH3 と類似の機能を持つと予想され
る XTH ホモログを探索し、それらをコードする AtXTH1, AtXTH2, AtXTH11 の３つの遺伝子を推
定し、これらに焦点を当てて解析を進めた。AtXTH1 と AtXTH2 については、それぞれの遺伝子
機能欠損した変異体体である T-DNA 挿入ラインを解析したが、いずれも巨視的な形態は野生型
と区別がつかなかった。また、AtXTH1 と AtXTH2 および AtXTH1 と AtXTH3 のそれぞれの二重機
能欠損変異も野生型と同様の形態を示した。 
 
(2)もう一つのホモログである AtXTH11 の機能欠損変異体である T-DNA 挿入ラインは得られてい
ないことから、CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集により、２エキソンに 1 bp の塩基が挿



入され蛋白質翻訳時にフレームシフトを引き起こす系統を作成した。AtXTH11 は AtXTH3 と同じ
サブクレードに属する遺伝子であり、AtXTH3 と同様に CET 活性を持つ蛋白質をコードしている
可能性がある。AtXTH11 はシロイヌナズナ培養細胞由来プロトプラストのプロテオーム解析で
唯一検出された XTH である。そこで、この遺伝子の欠損変異体の細胞壁再生過程を、我々がす
でに確立している定量的なセルロース再生過程の画像解析技術を用いて解析した。その結果、
セルロース微繊維の新生過程は、野生型と AtXTH11 機能欠損変異体との間に有意な差は認めら
れなかった。 
 
(3) セルロース微繊維と相互作用する分子であるキシログルカンを合成できない xxt1xxt2 突然
変異体を用いて AtXTH3 の機能解析も進めた。 現在は xxt1xxt2xth3 三重変異体の作成が完了
し、xxt1xxt2 との詳細な表現型の比較を進める段階にきている。 
 
(4) AtXTH3 とよく似た遺伝子 AtXTH1, AtXTH2 との多重変異体を作出したものの、表現型が見
られなかったため、改めて組換え蛋白質の解析を進めたが、組換え蛋白質の産出宿主細胞とし
て使用してきた Pichia pastoris では蛋白質を本研究に必要な量を十分に発現できないことが
判明した。そこで、改めて、宿主および解析対象とする酵素の検討を行い、Brevibacillus 
choshinensis が有望との結論に達した。また、酵素活性の解析対象の遺伝子の選別のために、
最新のゲノムデータベースを用いた XTH 遺伝子の包括的な系統樹解析を進め、対象遺伝子候補
の絞り込みを進めた。その結果、植物の系統で最初の XTH を車軸藻のゲノム中に見い出すこと
ができたが、この XTH 蛋白質を B. choshinensis により生産し、その機能を解明するまでに
は至らなかった。新しい蛋白質発現系を用いての AtXTH3 類縁酵素の機能解析は今後の課題であ
る。 
 
(5) 細胞壁構築・再編過程の解析は、シロイヌナズナのキシログルカン合成能欠損変異体 xxt1 
xxt2 のプロトプラスト上での、細胞壁再生過程を、我々が確立した定量的イメージング法を用
いた実験系により進め、キシログルカンがセルロース微繊維のネットワーク構造に必須でない
ことを実証した（図１）。 
 

 
 

図１ 野生型と xxt1 xxt2 変異体のプロトプラスト間での細胞壁再生過程の比較 
 (A) Representative images of network structure in the cell wall of Col-0 and xxt1 xxt2 protoplasts 
incubated for 0, 6, and 24 h and stained with Calcofluor. (B–E) Total length (B), mean intensity (C), 
coefficient of variation (CV) of fluorescence intensity distribution (D), and skewness of fluorescence 
intensity distribution (E) of the network measured at 24 h. Center lines of box-plot show the medians, 
boxes indicate interquartile range (IQR), whiskers indicate 1.5 IQR, and outliers are shown by dots. The 
experiment was repeated three times and summarized data was subjected to Mann–Whitney test (**, 
p < 0.01; *, 0.01 ≤ p < 0.05; n = 130 (Col-0) and 88 (xxt1 xxt2)). Scale bar = 20 μm. 

Kuki et at. (2020) Plants 9(5), 629; https://doi.org/10.3390/plants9050629 
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