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研究成果の概要（和文）：キシログルカンを分解するキシログルカナーゼ（AaXEG2）を構成発

現させたポプラを野外で 4年間植栽した。発現レベルの変化、木部・葉・根の形態を解析した。

発現のレベルは貧栄養土壌で高くなり、富貧栄養土壌で低くなった。葉は、陽葉の表現型を保

った。プロテオミクスにより、全ての部位でストレスに関連する遺伝子の発現が増加したが、

木部ではあて材に関するタンパク質の発現が認められた。木部の強度は、野生株と比べて減少

し、枝を振動させると、振幅は長く続いた。 

 
研究成果の概要（英文）：The transgenic expression of Aspergillus xyloglucanase cDNA (AaXEG2) 
with 35S promoter in the leaves of open-field grown poplars was studied. This level was slightly 
decreased in the poplars grown in fertile soil for four years. Xyloglucan content was greatly decreased in 
the walls of the tissues in the transgenic lines, although the degradation levels of xyloglucan were 
slightly lower for the poplars grown in fertile soil than for those grown in non-fertile soil. The leaves 
exhibited a smaller surface area with more rounded teeth than did those of the wild type plants, as if they 
were of the sun leaf variety that was grown in the incubation room and subsequently greenhoused. Large 
numbers of proteins were markedly downregulated in the leaves of the transgenic plants via proteomic 
analysis. Significant reduction occurred not only on the moduli of elasticity and rupture in both their live 
stems and dried trunks compared with those in the wild type.  
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１．研究開始当初の背景 
わが国の樹木で、これまでに育種改良さ

れてきた品種はほとんどがスギである。栽

培や交配に極端に時間がかかる樹木育種
は、交配ではなく、森林の中から生長に
優れた木を選び、精英樹として選抜され
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てきた。例えば、イネは一年生作物なので
毎年交配ができるため、この百年間に単位
あたりの収量は１０倍近く増大し、ササニ
シキ・コシヒカリといった味の優れた（質
の高い）銘柄とも言うべき品種が作出され
ている。スギの場合、選ばれた精英樹は、
樹高で７％、直径で８％、木材の量にして
約２５％の増加が得られているに過ぎな
い。樹木では農作物と比べ、格段に優れた
品種というものが無いのが実状である。 
外国から輸入される木材の値段が安く、

経済的に合わない理由もあるが、樹木が育
つ山では、地形は山あり谷あり、田畑に比
べて過酷で、それを育てる土地、気温、降
水量などの環境条件の違いの方が生育へ
の影響が大きいと考えられている。確かに、
気象・土壌の影響は決定的であるけれども、
昔のイネと現代のイネの品種の収量が違
うほどに、樹木も育種改良することによっ
て品種による木材生産量を数倍上げるこ
とが可能であると試算されている。 
遺伝子組換え技術は、より早く、より確

実に改良できる手法として最も有力なも
のである。ポプラでは約 20 年前から遺伝
子組換えが行われ、代表的な林業樹種であ
るスギとヒノキの樹種では遺伝子組換え
が最近やっとうまくいくようになった。農
作物をはじめとして樹木の遺伝子組換え
は近い将来思いのままに行えるようにな
ることは確実となっている。今でさえタバ
コなどの遺伝子組換えが学部の学生の実
習でやる程度のレベルになってきている。
特に、時間のかかる樹木の育種では早く確
実に出来るメリットは、はかり知れない。
現在ある産業林の生産性・経済性を上げる
ことは、地球上の天然林を守り生物多様性
を保全することにもつながる。 
  
 
２．研究の目的 
本研究は、産業利用を目的とした遺伝子
組換えポプラの野外試験である。この産業
利用を目的にした樹木の野外試験（農水省
第一種使用）は、我が国で最初のものであ
る。 
成長が早くなるとともにセルロース含

量も高くなるといった２つの相反する育
種目標を掲げて、様々な遺伝子をポプラで
発現させ、その効果を調べてきた。その結

果、キシログルカンを特異的に分解する
キシログルカナーゼ（コウジカビ
Aspergillus aculeatus 由来、AaXEG2: 
accession number AY160774）をポプラ
（ギンドロ, Populus alba）で過剰発現
させると、キシログルカンが分解されて
架橋が消失し、その結果一次壁の成長が
促進された。野生株に比べて 2倍の速度
で成長し、乾燥重量あたりのセルロース
含量が 20％増加することによって材の
比重が 18％増加した。しかしながら、こ
の組換えポプラを 90o横に倒すと、G 層
が形成されるものの、起き上がれなくな
り、重力応答が不能になった。このよう
なメリットとデメリットを合わせ持つ
組換えポプラを野外で栽培し、木部の強
度と重力屈性能の可否、これら２点に関
する個体レベルの樹木生理を野外で試
験することにした。 
組換えポプラの野外評価をするために、
産業利用を目的にした野外評価試験（第一
種使用規程承認申請書「高セルロース含有
ギンドロ trg300-1」及び「高セルロース含
有ギンドロ trg300-2」）として農林水産大
臣と環境大臣に平成 17 年 10 月申請した。
その後、平成 17 年 11 月から平成 18 年に
かけて計5回生物多様性影響評価検討会林
木分科会が開かれ、平成 18 年 9 月 20 日で
の検討会で終了した。農林水産大臣と環境
大臣の認可を受けて、組換えポプラの野外
試験を日立市で平成 19 年 3 月から平成 22
年 12 月まで 4年間実施した。 

 
 
３．研究の方法 
植栽については，期間途中での伐採を
考慮して十分な数を確保するとともに，
隣に植栽する他の系統の影響を排除する
ために１系統２５本程度で構成する方形
プロット（12 x 12 m）とし，プロットに
は繰り返しを設けた。 
 

(1) 森の生態系                     
①安全性評価試験 
 組換えポプラが環境に悪影響を与えな
いか、多様な生物に対する安全性評価と
森林土壌に対する環境負荷評価を行った。
前者については、土壌中の他感物質（他
の生物に影響を与える物質）の評価を行



 

 

った。森林では落葉が堆積しながら分解し
ていく過程で，他感物質がどのように生成，
消失していくのかほとんど明らかにされ
ていない。そこで，他感物質の推移を主に
根圏土壌法により調査し，組換えポプラの
環境影響を評価した。また、土壌微生物、
虫、雑草など他の植物にキシログルカナー
ゼ遺伝子を平行移動させていないか、ＰＣ
Ｒ法によって確認した。 
②生物多様性影響評価 
遺伝子組換え体を栽培した際に、その環

境における影響の評価法を土壌微生物、昆
虫等についてそれぞれ対応する遺伝子組換
えポプラについて宿主と組換え遺伝子の組
合わせごとに個別に評価し、適正な評価技
術手法を検討した。生物多様性への影響を
解析した。 
③森の生態系解析 
多様な生物に対して生態系を撹乱して

いないか、さまざまな生物に対する評価を
行った。様々な生物からなる生態系がどの
ように変化するのか解析した。 
 
(2)森の循環系 
①森の循環系解析 
毎年落葉する葉にタグを付けた。タグか

ら、その葉の落葉日を知ることができるた
め、この葉の分解過程を重量変化によって
測定した。 
②土壌分析 
  コドラート内の無機塩類（N,P,K,Ca）の分
析を行って土に戻るレベルを解析した。樹木
中の無機成分、そして土壌中の無機養分を比
較解析して、シンクの活性化が養分を収奪・
還元するレベルを解析した。この解析により、
無機資源の循環を評価した。 
 
(3)個体レベル樹木生理 
①シンク機能の解析 
シンク機能の活性化が組換えポプラの

炭素固定能を変化させたレベルを測定し
た。毎年３本のポプラを伐採し、地上部と
根部の重量を求めるとともに、一次壁及び
二次壁のセルロース・ヘミセルロース含量
の変動を測定した。セルロース含有比も算
出した。 
②ソース機能の解析 
 葉面積計を用いて比葉面積（葉面積/重
量）を測定した。葉の気孔密度の測定も行

った。組み換え樹木の光合成や水利用特
性を評価するため、ガス交換測定装置を
利用し、樹木の切り枝の光合成速度や蒸
散速度、 気孔コンダクタンス等を測定し
た。また葉や枝の炭素安定同位体比を測
定し、水利用効率の評価を行った。 
③樹形維持能の解析 
 組換えポプラにa)風害による傾倒、b)
雪害等による過荷重、c)害虫等による新
芽食害、を想定し、a)４５度傾斜固定、
b)枝に荷重をかける、c)頂芽切除、の３
種類の処理を施し、定期的に定位置から
画像を記録した。それぞれ、姿勢や形態
の変化を画像データから追った。また、
材成長量の変動をも記録した。同様の処
理を野生株にも施し比較することによっ
て樹形維持能を評価した。 
④樹形の解析: シュート形態の特徴 
組み換えポプラのシュートは、通常の
植物で見られる一定の力学的安定性を維
持するように成長するのかどうか検討し
た。 
⑤木部のプロテオミクス 
 木部で発現しているタンパク質の二次
元電気泳動を行い、組換え体と非組換え
体で異なるタンパク質を解析した。タン
パク質は、LC-MS/MSによるシーケンスタ
グ法によって同定した。 
⑥マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
組換え樹木（ポプラ）の野外における
個体レベルでの変化を遺伝子発現レベル
で調査した。非組換え体と組換え体にお
いて幼苗期から１年木、数年木について
比較し、網羅的な遺伝子発現解析を行な
った。 
 
(4)産業利用 
①形態形成と材質の解析 
組換えポプラの木部を木質バイオマ
スとして利用するために必要となる MFA、
材比重、繊維長、ヤング率など主要な材
質指標を測定した。この指標から未成熟
材部と成熟材部を判定し、成熟材形成へ
の移行について検討した。また、材の乾
燥特性について調べた。あて材形成につ
いて刺激への応答性と発生する成長応
力を解析し、利用効率の評価と成長応力
発生機構を解明した。 
②生材状態及び乾燥状態でのポプラ材



 

 

の諸物性に関する評価 
生材状態におけるそれぞれのポプラ材

の様々な部位における物性（主として力学
的性質）を求めた。キシログルカン分解に
伴うセルロースミクロフィブリルの架橋
低下のレベル測定、木部におけるセルロー
ス合成活性化に伴う力学的変化を測定し
た。 
③製紙用原料評価 
TEMPO触媒酸化により、セルロースの結

晶化度、結晶サイズを変えずにセルロース
ミクロフィブリル表面に高密度でカルボ
キシル基を導入し、ミクロフィブリル単位
で分散した透明セルロースナノファイバ
ー分散液を調製した。組み換えポプラのミ
クロフィブリルを野生株のものと比較し
た。 
 
 
４．研究成果 
 キシログルカナーゼ遺伝子の発現レベル、
根の分析、葉の分析を遂行した。隔離圃場は、
富栄養区と貧栄養区からなり、組換え体
trg300-1、組換え体 trg300-2 及び野生株の 3
種のラインで、ウェスタンブロット並びに酵
素活性のレベルを測定した。その結果、２つ
の組換え体それぞれにおいて富栄養区にお
ける発現レベルが半分以下に低下している
ことが認められた。加えて、細胞壁における
キシログルカンの減少率も低かった。根にお
いては、組換え体それぞれに生育の低下が見
られたが、圃場であるために定量的な測定は
出来なかった。そこで、根のプロテオミクス
解析を行ったところ、ストレス系遺伝子の発
現が見られたが、それ以上に多量の遺伝子発
現が抑えられていた。すなわち野生株に比べ
て様々な遺伝子発現のレベルが低下してい
た。葉の分析については、もともと組換え体
は培養室や温室で陽葉の性質を示していた
が、野外でも陽葉の表現型を示した。プロテ
オミクス解析から、リグニン生合成の遺伝子
とストレス耐性遺伝の発現が抑えられてい
ることが示された。キシログルカンに対する
抗体 CCRCM-1を用いたコンフォーカル顕微鏡
ならびに走査型免疫電子顕微鏡観察から、二
次壁においてもキシランやグルコマンナン
とは異なった様式で存在していることが示
された。 
野外で栽培された組換えポプラのキシロ

グルカン量は、富栄養土、貧栄養土壌にお
いて、21–22%、15–16% 減少した。しかし、
温室で見られた成長の促進は認められず、
逆に、野外においては組換えポプラの生育
が低下した。富栄養土においては、組換え
ポプラの地上部、及び地下部の成長は、野
生株に比較してそれぞれ 24-44%、30-52% 
減少した。貧栄養土壌においては全体的に
バイオマス量、成長は低下し、富栄養土と
同様な組換えポプラの成長低下が見られ
た。ポプラは、地上部を刈り取っても、翌
年には根から無性的に萌芽する。この根か
らの萌芽の多さを組換えポプラと野生株
で比較した結果、組換えポプラの方が根か
らの萌芽も少ないことが明らかとなり、繁
殖性も低くなることが示された。また、葉
の形態がキシログルカンの減少によって
変化することが明らかとなった。組換えポ
プラの葉の表面積は小さく、陽葉と呼ばれ
る葉の性質に似て、厚く green 色が濃くな
った。葉脈も短くなった。さらに、根につ
いても変化も認められた。組換えポプラに
おいて、細根が減少した。以上の結果から、
キシログルカンの減少により、維管束系組
織の形成、あるいは発達が阻害されること
が推測された。 
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