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研究成果の概要：キシログルカナーゼ組換えポプラでは、引張あて材 G 層のセルロースミクロ

フィブリル間の充填構造がキシログルカンであることを明らかにした。キシラナーゼ組換えポ

プラでは、成長初期における二次壁形成が遅れ、リグニン沈着量が少なくなることが明らかと

なった。ポリガラクチュロナーゼ組換えポプラでは、細胞の径や繊維の長さが野生株と比べて

小さくなり、成長が遅くなった。このことから、ポリガラクツロン酸が細胞成長の時の細胞間

の滑りに寄与していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 木材の実質は植物の二次細胞壁であり、二
次細胞壁はセルロース、ヘミセルロース、リ
グニンといった高分子の複合体から成り立
っている。これら高分子物質の細胞壁内にお
ける立体構造が細胞壁の性質を決定してい
るはずであるが、それぞれの成分と立体構造
の構築や力学的性質の関係については、未だ
に知られていないことが多い。 
 キシログルカンは、これまで一次壁に特有
のヘミセルロースであると考えられてきた。
ところが、キシログルカン転移酵素がポプラ
の木部分化帯の二次壁形成初期で発現して

いることが知られ、二次壁の形成にも関与す
るのではないかと考えられたが、最終産物で
ある二次壁には、キシログルカンはごく微量
にしか存在せず、その機能も不明なままであ
る。 
 一方、申請者はこれまでにキシログルカナ
ーゼを導入した遺伝子組換えポプラを作出
し、野性型と比べて表現型にいくつかの違い
があることを示したが、特に横倒しにして姿
勢制御能を調べたところ、野性型に比べてキ
シログルカナーゼ組換え体ポプラは著しく
劣ることがわかった。その幹の内部では、引
張あて材形成が形成されているにもかかわ



らず、野性型に比べて顕著に引張の応力が弱
いことも明らかにした。すなわち、キシログ
ルカナーゼに晒されつつ形成されたＧ層は
応力の発生が弱いということである。また、
キシログルカン転移酵素活性を調べたとこ
ろ、Ｇ層にはキシログルカン転移酵素のアク
セプター結合活性があり、またキシログルカ
ン特有の 4,6-グルコシルがメチル化分析で
有意に検出されるなど、Ｇ層におけるキシロ
グルカンとキシログルカン転移酵素の存在
が明らかとなった。これらことは、キシログ
ルカンが通常の木部形成に関与しているこ
とだけでなく、引張あて材Ｇ層中では、引張
応力発生のメカニズムに直接関与している
ことを示唆している。キシログルカナーゼ組
換え体と野性型のＧ層の微細構造を比較す
ることによって、キシログルカンのＧ層微細
構造への寄与が明らかとなる。 
 引張あて材を形成している幹を生きた状
態で切断すると、切断面近辺の引張あて材Ｇ
層は、応力が解放されることによって膨潤し
たような形態に変形することを光学顕微鏡
レベルで明らかにした。この状態のＧ層と、
応力解放前のＧ層を電子顕微鏡でその微細
構造を比較できれば、応力発生に寄与する微
細構造が明らかとなる。また、キシログルカ
ナーゼ組換え体ポプラのＧ層も同様に比較
すれば、より詳細な情報が得られるだろう。 
 
２．研究の目的 
 木材の実質は植物の二次細胞壁であり、二
次細胞壁はセルロース、ヘミセルロース、リ
グニンといった高分子の複合体から成り立
っている。これら高分子物質の細胞壁内にお
ける立体構造が細胞壁の性質を決定してい
るはずであるが、それぞれの成分と立体構造
の構築については、未だに知られていないこ
とが多い。本研究では、細胞壁の主成分であ
るセルロース。ヘミセルロース、リグニンの
うち、ヘミセルロースに焦点を定め、ヘミセ
ルロースが、木材細胞壁の立体構造構築につ
いて、どういった機能を果たしているのか、
ヘミセルロースに分類される糖鎖の主鎖を
加水分解する酵素の遺伝子を導入したポプ
ラを用いて、その細胞壁の微細構造を電子顕
微鏡で観察することによって解析すること
を目的としている。 
 樹木が二次肥大生長をしている幹の部分
では、重力環境等に応じて屈曲するとき、あ
て材を形成することはよく知られていた。広
葉樹では屈曲内側に引張あて材が形成され、
引張の応力を発生し、縮もうとすることによ
って屈曲する。引張あて材ではセルロースが
多くリグニンが少なく、典型例では木繊維の
二次壁中にリグニンを全く含まないＧ層が
形成される。こういった組織構造上の違いや
壁成分上の違いが応力発生の要因となって

いることは想像に難くないが、そのメカニズ
ムについては全くわかっていなかった。キシ
ログルカナーゼを構成発現させる組換え体
ポプラを用いたあて材形成の誘導で、明らか
に応力の弱いあて材が形成されたことから、
あて材の応力発生にキシログルカンが関与
していることが初めて示された。これまで二
次壁では微量にしか存在しないと思われて
いたキシログルカンがＧ層にはあると示し
たことも、それまでに想像されなかった発見
だが、特定の糖鎖がＧ層の応力発生に関与し
ていることが示唆されたのも初めてであっ
た。Ｇ層の微細構造自体はすでに電子顕微鏡
での観察例が多くあるが、特定の糖鎖に焦点
を当てて応力発生との関連を直接検討する
のは、本研究が唯一の試みである。応力が弱
くて起きあがれない表現型の源となるキシ
ログルカンの失われたＧ層と野性型ポプラ
のＧ層の微細構造を詳細に観察することに
よって、応力発生の構造的根拠とそこでキシ
ログルカンの担う役割が明らかとなる。 
  初年度はキシログルカナーゼ組換え体
を用いて引張あて材Ｇ層の微細構造を観察
し、フィブリル間の接着・充填様の微細構造
はキシログルカンによって形成されている
ことが明らかにした。今年度は、キシラナー
ゼ遺伝子を導入したポプラを用いて、通常の
二次壁発達過程の観察をおこなう。 
 キシランは高等植物の二次細胞壁におけ
る主要なヘミセルロースであり、キシロース
がβ-1,4 で直鎖状に結合した主鎖をもつ。こ
のβ-1,4-キシロシル結合を加水分解する酵
素がキシラナーゼであり、キシラナーゼ遺伝
子を導入したポプラでは、二次壁形成時に、
その主要なヘミセルロースであるキシラン
を分解されながら細胞分化することが期待
される。この遺伝子組換え体の細胞壁微細構
造を観察することによって、キシランの二次
壁微細構造構築に寄与する機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
 キシログルカナーゼ組換え体ポプラのク
ローンを挿し木で増やし、植物培養室で育成
する。 
組換え体作出に用いた元の野生型ポプラも
増やす。 
樹高 20-30 cm に達したら、傾斜処理によっ
て引張あて材の形成を誘導する。 
誘導されたあて材試料は、 
１）通常の超薄切片法による電子顕微鏡観察
用に、アルデヒド・オスミウム二重固定して
エポキシ樹脂または LR-white 樹脂に包埋す
る。 
２）免疫電顕観察用としてパラホルムアルデ
ヒド固定後、LR-White 樹脂に包埋する。 
３）急速凍結・ディープエッチング法によっ
てレプリカ膜を作製する。 



といった、３種類の処置によって微細構造を
観察する。 
 免疫電顕法では、抗キシログルカン抗体、
抗キシログルカン転移酵素抗体、遺伝子導入
したキシログルカナーゼ抗体を持っている
ので、それらの抗体を用いて、あて材Ｇ層内
での局在を観察し、組換え体と野性型を比較
する。 
 急速凍結・ディープエッチング法では、す
でに一次壁でセルロースミクロフィブリル
間をキシログルカンが架橋している様子が
電子顕微鏡レベルで観察されている（文献 1）。
単離した細胞壁をキシログルカナーゼ処理
してセルロースミクロフィブリルより細い
架橋構造が失われたことから明らかとなっ
たが、ディープエッチング処理によってキシ
ログルカンがどのようなサイズで見えるか
がわかっているので、キシログルカンと思わ
れるサイズの架橋構造を組換え体と野性型
で比較する。 
 キシラナーゼ組換え体ポプラのクローン
を挿し木で増やし、植物培養室で育成する。 
組換え体作出に用いた元の野生型ポプラも
増やす。 
樹高 20-30 cm に達したら、伸長域から二次
壁肥厚域までの各節間から試料を採取する。 
採取された試料は、光学顕微鏡による組織発
達過程を観察する。 
光学顕微鏡観察によって、組換え体と野性型
とで組織発達過程に差のあった部分につい
て、微細構造を詳細に解析するため、 
１）通常の超薄切片法による電子顕微鏡観察
用に、アルデヒド・オスミウム二重固定して
エポキシ樹脂または LR-white 樹脂に包埋す
る。 
２）急速凍結・ディープエッチング法によっ
てレプリカ膜を作製する。 
３）脱水-ブタノール置換・凍結乾燥によって
FE-SEM 観察を作製する。 
といった、３種類の調製法によって試料を作
製し、細胞壁の微細構造を観察する。 
 通常の超薄切片法では、二次壁の壁層構造
の構成の違いに着目して観察する。 
 急速凍結・ディープエッチング法では、キ
シランとセルロースミクロフィブリルの関
係に着目して観察を行う。 
 FE-SEM では、全体的な観察ができるので、
細胞壁の発達過程の違いについて詳細に観
察を行う。 
 以上の観察結果を総合して、二次壁立体構
造構築に対するキシランの役割について考
察する。 
 
４．研究成果 
 木本植物の茎は、伸長成長停止後も木部に
あて材を形成することで屈曲による姿勢制
御をしている。双子葉植物は主に屈曲したい

側に引張あて材を形成し、その強い引張の成
長応力によって茎を曲げる。引張あて材の成
長応力は、主に細胞壁のＧ層が発生している
と言われている。キシログルカンを分解する
酵素であるキシログルカナーゼの遺伝子を
導入した組換え体ポプラは引張あて材形成
による成長応力の発生が極めて弱く、本組換
え体ポプラの引張あて材細胞壁Ｇ層の微細
構造を電子顕微鏡で解析することにより、引
張あて材細胞壁Ｇ層におけるキシログルカ
ンの構造的役割を明らかにすることを目的
とした。当初の計画では、急速凍結・ディー
プエッチング法や超薄切片法など、透過型電
子顕微鏡を用いることになっていたが、実際
に実験を行ってみると、解析対象とする引張
あて材細胞壁Ｇ層の明瞭な観察が難しく、キ
シログルカナーゼ組換え体と野性型ポプラ
の引張あて材細胞壁の違いを明確に観察す
ることができなかった。このため、観察機器
を電界放射走査型電子顕微鏡(FE-SEM)に変
更し、キシログルカナーゼ組換え体と野性型
ポプラの引張あて材の横断面を直接観察す
ることとした。その結果、組換え体では、亀
裂のみられるＧ層が多く、セルロースフィブ
リル同士がほぐれた様な状態が多く観察さ
れた。また、組換え体で観察された状態は、
野性株引張あて材を 試験管内でキシログル
カナーゼ処理することによって模倣された
ため、野性株にみられたフィブリル間の接
着・充填様の微細構造はキシログルカンによ
って形成されていることが明らかとなった。 
 木材の実質は植物の二次細胞壁であり、二
次細胞壁はセルロース、ヘミセルロース、リ
グニンといった高分子の複合体から成り立
っている。これら高分子物質の細胞壁内にお
ける立体構造が細胞壁の性質を決定してい
るはずであるが、それぞれの成分と立体構造
の構築については、未だに知られていないこ
とが多い。本研究では、セルロース・ヘミセ
ルロース・ペクチンなど細胞壁構成糖鎖類が
どういった機能を果たしているのか、これら
糖鎖の主鎖を加水分解する酵素の遺伝子を
導入したポプラを用いて、その細胞壁を解析
することを目的とした。また、応用利用の観
点から、これら糖鎖分解酵素遺伝子の組換え
林木の木部の糖化性についても試験した。キ
シラナーゼ遺伝子組換えポプラでは、成長初
期の茎部が野生株と比べてかなり柔軟であ
ることが傾斜後姿勢制御実験でわかった。内
部においては、二次木部の細胞壁肥厚が野生
株と比べ２〜４節間ほど遅く、このことが茎
部に柔軟性を付与する原因であると考えら
れた。ペクチンの主成分であるポリガラクツ
ロン酸を分解するポリガラクツロナーゼ遺
伝子を導入したポプラでも、引張あて材形成
による姿勢制御が抑制された。木部の繊維細
胞を調べたところ、その長さが野生株と比べ



て短くなっていることがわかった。ペクチン
は細胞と細胞を接着する細胞間層に多く、細
胞間でのすべり成長を阻害した結果、繊維細
胞が短くなり姿勢制御能が劣ることになっ
たと推測される。これら糖鎖分解酵素遺伝子
の組換え体では、キシログルカナーゼ・キシ
ラナーゼの組換え体で、木部の糖化性が向上
した。これは、細胞壁が形成される場でセル
ロースとヘミセルロースの相互作用が切ら
れながら細胞壁が堆積し、結果として糖化時
の酵素のアクセシビリティが向上したこと
が原因であろうと推測される。 
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