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研究成果の概要： 

ポプラ木部組織よりタンパク質を抽出し、ヘミセルロースまたはセルロースを不動化したカラ

ムを用いたアフィニティー精製によりそれぞれの糖に結合するタンパク質を得た。これらを

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し、該当タンパク質に吸着する DNA アプタマー

を SELEX 法により取得した。しかしながら、多くのタンパク質と交差反応するため、組織化

学用プローブとして利用するには至らなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

 一次壁に分布するヘミセルロースのキシ
ログルカンに関しては、その生合成、細胞壁
への輸送、細胞壁中での修飾の過程について
これまでに数多くの研究が報告されており、
キシログルカンは細胞の伸長や細胞壁のゆ
るみを制御していると考えられている。 
 一方、主に二次壁に分布するヘミセルロー
スであるキシランに関しては、木材細胞壁の
主要構成成分であるヘミセルロースの一つ
であり、セルロースに次ぐバイオマス資源と
して注目されるにもかかわらず、その生合成、

細胞壁への輸送、細胞壁中での修飾の過程、
さらに機能についていまだ明らかではない。 
 近年、アラビドプシスやポプラなどのモデ
ル植物において、ゲノム解析や EST解析が進
み、これらの植物においてキシランなどの二
次壁ヘミセルロースに作用すると思われる
酵素が多数存在することが明らかになった。
それらには糖転移酵素（グリコシルトランス
フェラーゼ）、糖加水分解酵素（グリコシル
ヒドロラーゼ）、エステル化酵素（エステラ
ーゼ）などが含まれる。これらのうち、糖加
水分解酵素の多くは糖質結合モジュール
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（Carbohydrate Binding Module: CBM）を含
み、基質であるヘミセルロースに特異的に結
合できると推定されている。また、ウメオ植
物科学センター（スウェーデン）との共同研
究により、ポプラ分化中木部においてキシラ
ナーゼ遺伝子が発現していることを RT-PCR
により確認した。これらのことから、キシラ
ナーゼが細胞壁形成過程において何らかの
役割を果たしていることが考えられる。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、キシラン、セルロースに作用
する酵素のうち、これらに特異的に結合でき
るものをアフィニティークロマトグラフィ
ーを用いて単離し、各酵素の発現を組織化学
的手法を用いて明らかにすることを目的と
する。従来、このような目的に抗体が用いら
れてきたが、抗体の作製には（１）抗体取得
の可否は免疫動物に依存する、（２）特異性
の明確なモノクローナル抗体の作製と維持
には多額の費用と時間が必要である、などの
問題があった。本研究では、抗体と同様に標
的分子を特異的に認識できるアプタマー
（aptamer）の利用を試みた。アプタマーと
は、人工的に取得された親和性分子でり、抗
体の代わりに種々の実験に用いることがで
きる。これまでに、低分子化合物からタンパ
ク質に至る様々な標的分子に対して，高い親
和性・特異性で結合するアプタマーが取得さ
れている。アプタマーという用語は、「適合」
を意味するラテン語 aptus に接尾語-mer を
つけたものである。アプタマーの素材はDNA、
RNA、ペプチドなどの生体高分子が用いられ
るが、本研究では PCR により簡便に増幅で
きることから、DNA アプタマーを用いた。 

 アプタマーを用いることにより、多種の酵
素に対する分子プローブを迅速に作製する
系を確立する。これらを利用したアプタマー
組織化学（Aptamer histochemistry: AHC）
により、キシランおよびセルロースに結合す
るタンパク質の分化中木部組織での局在を
明らかにすることを目的とした。また、各酵
素のアミノ酸配列から mRNA を特定し、in 

situ hybridization (ISH)法により、転写レベ
ルでの発現も明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 ポプラ木部組織をホモジナイズし、バッフ
ァーA（25mM アスコルビン酸、2mM EDTA、
1% PVPP、0.5mM PMSF、1mM DTT を含
む 50mM 酢酸バッファー）で抽出し、可溶性
タンパク質画分とした。残さをバッファーB

（250mM 塩化ナトリウムを含むバッファ
ーA）で抽出し、細胞壁イオン結合性タンパ
ク質画分とした。あるいは、バッファーC

（50mM アスコルビン酸、5mM EDTA、
20mM DETC、10mM 四ホウ酸ナトリウム、

1mM DTT を含む 50mM 酢酸バッファー）
で抽出し、可溶性タンパク質画分とした。残
さをバッファーD（250mM 塩化ナトリウム
を含むバッファーC）で抽出し、細胞壁イオ
ン結合性タンパク質画分とした。 

 キシランまたはセルロースを固定化した
カラムを調製し、これに上記抽出タンパク質
を添加し、タンパク質を結合させた。カラム
を十分に洗浄した後、糖に結合したタンパク
質を SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動
により分離した。分離後のゲルを PVDF 膜に
転写（ブロッティング）した。 

 アプタマーを次に示す SELEX 法により調
製した。（１）60 塩基のランダム配列を含む
オリゴ DNA ライブラリ（初期オリゴ DNA

ライブラリ）を調製し、上記 PVDF 膜にイン
キュベートした。（２）PVDF 膜を染色した
後、標的とするタンパク質バンドを切り出し
た。（３）吸着したオリゴ DNA を含む PVDF

膜を鋳型とし、オリゴ DNA 特異的プライマ
ーを用いて PCR 増幅した。この PCR 産物を
用いて（１）〜（３）を 4〜10 回繰り返し、
標的タンパク質に特異的に吸着すると思わ
れるオリゴ DNA を取得した。 

 上記方法で得られたオリゴ DNA を FITC

標識オリゴ DNA 特異的プライマーを用いて
非対称PCRにより増幅し、PCR産物をFITC

標識オリゴ DNA プローブとした。 

 プローブの特異性を確認するため、アプタ
マー・ブロッティングを行った。これは通常
抗体を用いて標的タンパク質を検出するウ
エスタン・ブロッティングに相当するもので
ある。すなわち、標的タンパク質を含む
PVDF 膜に FITC 標識オリゴ DNA プローブ
をインキュベートし、落射照明カメラをもち
いて蛍光像を記録した。 

 また、FITC 標識オリゴ DNA プローブを
ポプラ分化中木部組織切片にインキュベー
トし、落射型蛍光顕微鏡で観察した。 

 

４．研究成果 
 ポプラ木部組織よりタンパク質を抽出す
る方法を検討した。キシラナーゼの抽出バッ
ファーとして報告されている酢酸バッファ
ーをベースに、細胞壁性タンパク質のプロテ
オミクス研究で用いられている調合を参考
に抽出バッファーA〜D を調製し、可溶性タ
ンパク質および細胞壁イオン結合性タンパ
ク質を抽出した。その結果、バッファーA お
よびBを用いた場合よりもバッファーCおよ
び D を用いた場合の方がタンパク質の収率
が高かった（図１）。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

キシランまたはセルロースカラムを用いた
アフィニティー精製によりそれぞれの糖に
結合するタンパク質を得た。          

 得られたタンパク質を SDS ポリアクリル
アミドゲル電気泳動により分離すると、複数
のタンパク質が含まれることが明らかとな
った（図 1）。キシランに結合するタンパク質
の量は極めて少なかった。 

 

 

 

 

 

 

 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動後
のタンパク質をエレクトロブロッティング
により PVDF 膜に転写した。PVDF 膜上のタ
ンパク質バンドに初期オリゴ DNA ライブラ
リをインキュベートし、一本鎖 DNA を吸着
させた。洗浄の後、CBB 染色または Sypro 

Orange 染色により該当タンパク質のバンド
を可視化し、そのバンドを含む PVDF 膜を切
り出した。PVDF膜をPCRチューブに入れ、
特異的プライマーを用いてPCR増幅した後、
非対称PCRを行い、一本鎖DNAを増幅した。 

 PVDF 膜への吸着、PCR 増幅を 4〜10 回
繰り返し、該当タンパク質に吸着するアプタ
マーを得た。FITC オリゴ DNA プローブを
標的タンパク質を含む PVDF 膜に反応させ
たところ、多くの場合、複数のタンパク質と
交差反応することが確認された（図 2）。 

 

 

 上記のようにして調製した FITC 標識オリ
ゴ DNA プローブをポプラ分化中木部組織切
片に反応させたところ、標識はほとんど観察
されなかった。 

 

 以上のことから、キシランおよびセルロー
ス結合タンパク質について特異的に結合す
る DNA アプタマーを取得したが、その特異
性には問題を残した。また、組織切片中のタ
ンパク質には標識が認められなかったが、組
織の固定条件や包埋樹脂が DNA アプタマー
の反応に及ぼす影響など、更なる検討が必要
である。 
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