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研究成果の概要（和文）：植物細胞壁の主要な構成成分であるセルロース微繊維は，セルロース合成酵素
（CESA）によって細胞膜上で形成される．本研究では，CESAの細胞膜局在を制御する仕組みの解明を目的とし
て，細胞壁形成異常を示す変異体から見出した候補因子の解析を行った．その結果，候補因子とCESAとの間にタ
ンパク質間相互作用が存在し，CESAの細胞内局在を制御していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Cellulose microfibril is one of main components of plant cell wall. 
CELLULOSE SYNTHASE A (CESA) plays a role of biosynthesis of cellulose on the plasma membrane. In 
this study, we analyzed a candidate factor in order to elucidate how CESA can be localized to the 
plasma membrane. Our results suggest that the factor would regulate subcellular localization of CESA
 via protein-protein interaction.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： セルロース合成酵素　細胞壁　細胞内局在制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物細胞壁は細胞の形態維持から個体の機械支持まで多岐に渡って貢献している細胞の構造体であり，セルロー
ス微繊維はその中でも構造的に重要な役割を担う分子である．また，人類の活動においてもセルロースは有用物
質として幅広い分野で利用されている．本研究によって，セルロース微繊維の形成を支える制御因子の一つが明
らかとなったことは，多様な植物の形態形成の仕組みを理解するための大きな手掛かりとなるとともに，バイオ
マスとしてのセルロースの増産技術確立などにおいて貢献できると考えられる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

植物細胞は細胞膜外にセルロース微繊維やヘミセルロース，ペクチン，リグニンを主要な構成成
分とする細胞壁をもつ．セルロースを合成するセルロース合成酵素（CELLULOSE SYNTHASE 

A, CESA）は 36分子からなる巨大なタンパク質複合体（Cellulose Synthase Complex, CSC）
を形成し，細胞膜直下の表層微小管に沿って移動しながら，セルロースを繊維状に合成する．細
胞膜に局在する一方で，CESA は細胞内においてゴルジ装置をはじめ， small CESA 

Compartment（smaCC）や Microtubule-Associated Cellulose Synthese compartment（MACS）
と呼ばれる細胞内膜系区画に局在する．  

 細胞壁は組織や細胞の発達段階によってその構成成分を変化させることで，植物の形態形成
や生育環境への適応に大きく貢献している．とりわけ成長・分化の過程では，“一次細胞壁”と
“二次細胞壁”の構造が異なる細胞壁が形成され，それら細胞壁のセルロース合成は一次細胞壁
タイプ CSC と二次細胞壁タイプ CSC がそれぞれ独立に担っている．そのため，一次細胞壁か
ら二次細胞壁へと細胞壁の形成が切り替わるタイミングでは，細胞膜上の CSC を入れ替えるた
めに CESA の局在分布が大きく変化すると考えた． 

 我々はこれまでに，シロイヌナズナの種皮細胞が形成するムシレージと呼ばれる特殊な細胞
壁を対象にして，細胞壁の形成メカニズムの解析を進めてきた．その過程で，細胞内膜系輸送の
制御因子の異常がムシレージにセルロース微繊維の減少傾向を引き起こすことを見出しており，
この内膜系輸送制御因子が CSCの局在制御に関与することが示唆されていた． 

 

２．研究の目的 

CESA は細胞内膜系区画と細胞膜の間をシャトリングしていると考えられているが，その分子
メカニズムには不明な点が多い．本研究では，CESA の細胞内膜系区画から細胞膜に向けた動態
および局在制御，特に一次細胞壁から二次細胞壁へと細胞の分化が進むことで形成する細胞壁
の構造が劇的に変化するタイミングでの CESA の選択的な細胞内輸送制御の分子メカニズムの
解明を目的とする． 

 

３．研究の方法 

本研究では，シロイヌナズナを用いて，下記の 2つの解析を行った． 

（1）CESAタンパク質の細胞内局在制御に必要な配列モチーフ解析 

（2）細胞内膜系輸送制御因子変異体における細胞壁形成の解析 

 

４．研究成果 

（1）CESAタンパク質の細胞内局在制御に必要な配列モチーフ解析 

シロイヌナズナに 10遺伝子存在する CESA のうち，一次細胞壁の形成に必須な CESA1 を黄色
蛍光タンパク質（YFP）で可視化した形質転換体を作出した．自己プロモーター制御下で発現す
る YFP-CESA1 によって cesa1 変異体の一つである rsw1-1 の根の伸長および根端肥大化異常
が回復したことから，YFP-CESA1は CESAとして機能的であることが確認できた（図 1）． 

 CESA タンパク質の細胞質側ドメインを標的にして行った酵母ツーハイブリッド解析によっ
て，セルロース微繊維が減少した変異体の原因遺伝子として本研究で着目している細胞内膜系
輸送制御因子と CESA の 2つのモチーフとの
間でタンパク質間相互作用が起こっている可
能性が示唆された．それらモチーフにアミノ
酸変異を導入した変異型 YFP-CESA1（YFP-

CESA1mut）をシロイヌナズナに発現させ，そ
の細胞内局在を検証した．細胞内において
YFP-CESA1 が顆粒状の構造体への局在を示
した一方で，YFP-CESA1mut ではそのような
局在がほとんど観察されなかった（図 2）．
YFP-CESA1 の顆粒状構造は，その大きさと
先行研究による知見からゴルジ装置であると
予想される．したがって，本結果から当該輸送
制御因子が CESA のゴルジ装置への局在化制
御を担うことが示唆された．CESA1の 2 つの
モチーフは二次細胞壁タイプCSCを構成する
CESA タンパク質にも保存されていることか
ら，当該輸送制御因子は一次細胞壁タイプの
みならず，二次細胞壁タイプ CESA のゴルジ
装置への局在化制御においても関与している
と考えられる． 

 

図 1. YFP-CESA1による rsw1-1変異体の相
補性実験 

28℃で引き起こされる rsw1-1の根の伸長お
よび根端の肥大化異常が，CESA1 プロモー
ター制御下で発現する YFP-CESA1 の導入
によって野生型（WT）と同程度に回復した． 
スケールバーは 0.5 cm． 

WT = Col-0
Scale bars = 0.5 cm
220113 EPSON GT-X830
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（2）細胞内膜系輸送制御因子変異体における細胞壁形成の解析 

当該輸送制御因子の T-DNA 挿入による遺伝
子欠損変異体において，花茎の維管束間繊維
細胞の二次細胞壁肥厚が抑制されることを以
前の研究より見出していた．通水組織である
木部道管細胞も，維管束間繊維細胞と同じく
二次細胞壁を形成する．シロイヌナズナの木
部道管細胞において，原生木部道管は主にら
せん状，後生木部道管はピット状のそれぞれ
独特な二次細胞壁の沈着パターンを示す．当
該輸送制御因子の変異体でこれら道管細胞の
二次細胞壁のパターンを観察したが，野生型
のものと顕著な相違は見られなかった．した
がって，当該輸送制御因子は少なくとも細胞
膜上でのセルロース微繊維の沈着部位の決定
には関与していないと考えられる． 

 一次細胞壁から二次細胞壁へと形成される
細胞壁タイプが変化するタイミングでのセル
ロース微繊維の沈着の過程，すなわち CESA

の動態を検証するために，原生木部道管分化
のマスター転写因子である VASCULAR-

RELATED NAC-DOMAIN 7（VND7）による
木部道管細胞分化誘導系 VND7-VP16-GR を
変異体に導入したが，細胞死による組織の白
化が起こらないなど誘導系が機能しなかっ
た．これには誘導系遺伝子のサイレンシング
が原因として考えられる．木部道管細胞分化
は植物ホルモンの添加によっても人為的に操
作可能であることから，今後は植物ホルモン
を利用した分化誘導過程での解析すること
で，一次細胞壁と二次細胞壁のそれぞれのタ
イプのCSCの入れ替わりのタイミングでの当
該輸送制御因子の関与を検証する． 

 VND7-VP16-GR 木部道管細胞誘導系の伸
長中の暗所胚軸を用いて，細胞内膜系輸送経
路を阻害する薬剤処理下での木部道管細胞の二次細胞壁形成を検証した．Brefeldin A などの代
表的な内膜系輸送阻害剤とともに，当該輸送制御因子の機能を阻害する薬剤においても二次細
胞壁沈着パターンの形成が乱されたことから，木部道管細胞分化誘導系による一次細胞壁から
二次細胞壁の急激な形成される細胞壁タイプの切り替えにおいては当該輸送制御因子が CESA

の輸送制御を担うことが示唆された． 

 以上の結果から，本研究で着目した内膜系輸送制御因子が一次細胞壁および二次細胞壁の
CESAの細胞内局在制御において重要な役割を担うことが示唆された．今後，当該輸送制御因子
の変異体での CESAの動態観察や，同因子と二次細胞壁タイプの CESAとのタンパク質相互作
用について詳細に解析することで，植物の生存に必要不可欠な細胞壁構成成分の一つであるセ
ルロース微繊維の形成メカニズムを明らかにする． 

 

 

 

 

図 2. YFP-CESA1の細胞内局在解析 

細胞伸長に伴う一次細胞壁形成が活発な暗
所胚軸の細胞において，YFP-CESA1の局在
解析を行った．当該細胞内輸送制御因子との
物理的相互作用に関与すると予想される
CESA1 タンパク質配列上の 2 つのモチーフ
にアミノ酸置換変異を導入すると，野生型
CESA1 で観察されていた顆粒状構造体への
局在がほとんど検出されなくなった．  

 緑色は YFP-CESA1の蛍光シグナル，マゼ
ンタ色は葉緑体の自家蛍光を示す．スケール
バーは 200 µm（芽生え）および 20 µm（拡
大像）． 

background = Col-0
露光調節済み（※輝度比較不可）
Scale bars = 200 um (seedling), 20 um (magnified)
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