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研究成果の概要（和文）：　植物細胞壁ペクチンの生合成糖転移酵素・修飾酵素を見出すことを目的とした。本
研究助成事業により、ペクチン生合成酵素の基質調製・活性検出・遺伝子同定を行った。ペクチンラムノガラク
ツロナンI（RG-I）の主鎖生合成ガラクツロン酸転移酵素がシロイヌナズナゲノムに8遺伝子あることを見出し
た。RG-I側鎖生合成ガラクトース転移酵素活性を初めて検出し、酵素番号EC 2.4.1.375が与えられた。RG-Iアセ
チル基転移酵素の活性をTBL7に初めて検出した。また、RG-II Kdo転移酵素の基質・CMP-Kdoを調製した。

研究成果の概要（英文）：The aim of the project was to characterize enzymes involved in biosynthesis 
of plant cell wall pectin. In this study, glycosyltransferases and acetyltransferases involved in 
pectin biosynthesis were characterized. The galacturonosyltransferases involved in the synthesis of 
the pectic rhamnogalacturonan I (RG-I) were found to have eight genes in the Arabidopsis genome. The
 galactoryltransferase involved in synthesis of RG-I side chain was detected for the first time and 
given the enzyme number EC 2.4.1.375. The enzymatic activity of RG-I: acetyltransferase was detected
 for the first time in TBL7. In addition, a substrate for RG-II: Kdo transferase, CMP-Kdo, was 
prepared.

研究分野： 植物生化学

キーワード： 細胞壁　植物　多糖　糖転移酵素　糖ヌクレオチド　ペクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　植物細胞壁ペクチンのいくつかの生合成酵素を解析・遺伝子同定した本研究成果は、ペクチンの機能解析に役
立てられる。ペクチンの機能として考えられている細胞接着・形態形成・硬軟調節などに焦点を当て、本研究で
同定したペクチン生合成酵素遺伝子を用いて、機能解析を進めることができるようになる。また、ペクチンがヒ
トの免疫機能を活性化すると考えられており、本研究成果により、ペクチンのどの構造がその機能に関与するか
明らかにする研究を展開できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
 ペクチンは、植物細胞壁の構成多糖の一つで、主にホモガラクツロナン（HG）、ラムノガラク
ツロナン I（RG-I）、ラムノガラクツロナン II（RG-II）の 3 つの領域から構成されている。この
うち RG-I、RG-II は、これまでに知られている多糖のうち、もっとも複雑な構造をしている。植
物間でペクチンの構造が保存されているため、一定のペクチン生合成機構があると考えられて
いる。これらを生合成するには少なくとも 30 種類の糖転移酵素の作用が必要であるが、このう
ち、酵素遺伝子が同定されているものは研究開始当初は 4 種類のみであった。ペクチンはゴルジ
体で合成されると想定されているものの細胞内のどこで合成されるのか？側鎖はどのような順
番で合成されるのか？単糖がひとつずつ結合するのか？オリゴ糖が転移するのか？など、高度
に複雑な多糖の生合成の全貌や制御は全く明らかにされていない。複雑な構造のペクチンの生
合成機構の全貌を明らかにするには、まだ一つ一つの糖転移酵素遺伝子を同定する必要がある。 
 ペクチンは植物伸長時に形成される一次細胞壁の約 30%を占める。種子保護多糖ムシレージ
では RG-I が構成多糖の 90%以上を占めたり、ペクチンが一般的にはあまり存在しない二次細胞
壁の一種、あて材 G 層では側鎖が発達した RG-I が存在したりするなど、植物の各部位や発達段
階ごとにペクチンの構造や組成を変えていることが明らかになってきた。このペクチンの構造
変化・組成変化を通した生理機能があると考えられている。ペクチンの機能としては、細胞壁高
次構造の構築、細胞の伸長、細胞同士の接着、植物の硬軟調節などに関わるとされているが、明
確になっているものは少ない。これは、ペクチンの生合成酵素遺伝子の多くが未同定なため、ペ
クチンの機能・ペクチンが関わる生物学が未開なまま残されている。 
  
 
２．研究の目的 
 
 ペクチン生合成糖転移酵素は 30 種類程度あると想定されているが、研究開始当初、HG ガラ
クツロン酸転移酵素、RG-I ラムノース転移酵素、RG-I 側鎖伸長ガラクトース転移酵素、RG-I 側
鎖伸長アラビノース転移酵素の 4 つの遺伝子が見出されていた。これらの遺伝子の発現情報は
他の未知のペクチン生合成糖転移酵素遺伝子の探索に利用できる。本研究では、ペクチン RG-I
および RG-II 生合成に関わる糖転移酵素のうち、主鎖や側鎖の根元の構造を形成する 3 つの糖転
移酵素に焦点を当て、それらの酵素の活性を検出すること、酵素的性質を明らかにすること、そ
れらをコードする遺伝子を同定することを目的とした。3 つの糖転移酵素は、ペクチン RG-I 主
鎖を合成するガラクツロン酸転移酵素、ペクチン RG-I 主鎖に結合させるガラクトース転移酵素、
ペクチン RG-II 主鎖に結合させる Kdo 転移酵素、である。 
 
 
３．研究の方法 

 
・RG-I ガラクツロン酸転移酵素 

 これまでに当研究室で調製した蛍光標識 RG-I オリゴ糖と UDP-ガラクツロン酸を用いて、
本酵素活性の検出法を確立している。これまでに我々が同定した RG-I ラムノース転移酵素
遺伝子と共発現する機能未知立体保持型糖転移酵素遺伝子を候補遺伝子とする。候補遺伝子
がコードするタンパク質を哺乳動物培養細胞 HEK293 にて発現させ、そのガラクツロン酸転
移酵素活性を検出することにより当該遺伝子を同定する。 

・RG-I ガラクトース転移酵素 
 これまでに当研究室で調製した蛍光標識 RG-I オリゴ糖と市販の UDP-ガラクトースを用い
て、本酵素活性を植物抽出物から検出することができている。ペクチン生合成が盛んなアズ
キ上胚軸を酵素源とし、ここに含まれる当該酵素の基質特異性解析や酵素反応生成物の解析
を行い、酵素の性質を明らかにする。さらに、RG-I ガラクタンが多く生成することが知られ
ている G 層のトランスクリプトームデータを参照し、機能未知立体反転型糖転移酵素から候
補遺伝子を選抜する。 

・RG-II Kdo 転移酵素 
 本酵素はこれまでに酵素活性が検出されたことがなく、どのような構造のものを基質とす
るのか明確でない。まず、当研究室で調製した蛍光標識 HG オリゴ糖をアクセプター基質と
する。ドナー基質とされる CMP-Kdo は非常に不安定な化合物なため、CMP-Kdo を酵素合成
しながら Kdo 転移酵素活性を検出する方法を模索する。また、CMP-Kdo 合成に関わるいく
つかの酵素遺伝子が既に同定されている。植物で Kdo が見出されているのがペクチン RG-II
のみのため、CMP-Kdo 合成酵素遺伝子と共発現している機能未知糖転移酵素遺伝子を探索し、
RG-II Kdo 転移酵素の候補遺伝子とする。 

 
 



４．研究成果 
 

・RG-I ガラクツロン酸転移酵素 
 本酵素は、RG-I主鎖のラムノース・ガラクツロン酸の二糖繰り返し構造を作る糖転移酵素
である。我々は2018年にRG-I主鎖生合成ラムノース転移酵素遺伝子RRTを見出していた。シ
ロイヌナズナゲノムには10種類存在していた。これらRRT1~10と共発現する機能未知立体保
持型糖転移酵素遺伝子を探索し、RG-Iガラクツロン酸転移酵素遺伝子の候補をいくつか見出
した。そのうち、種子保護多糖ムシレージを生合成するRRT1と強く共発現し、機能未知の
立体保持型糖転移酵素で、その欠損変異体がrrt1欠損変異体と同程度にムシレージの合成が
減少するAt1g28240遺伝子を最も有力な候補遺伝子とした。この遺伝子がコードするタンパ
ク質を哺乳動物培養細胞HEK293で発現させた。研究開始当初までに当研究室で構築した本
酵素の活性検出方法を適用し、At1g28240タンパク質にRG-Iガラクツロン酸転移酵素を見出
し、RGGAT1と命名した。同時期(2022年)に米国ジョージア大学のDebra Mohnen教授のグル
ープからもRGGAT1が同定され、本酵素は新しい糖転移酵素ファミリーGT116に属するとさ
れた。シロイヌナズナゲノムにはGT116に属する遺伝子が8種類存在していた。その後、
Debra Mohnen教授と共同で、RGGAT1以外の他のRGGATの活性検出を試み、これまでに、
RGGAT1,2,3,4,7,8の6種類にRG-Iガラクツロン酸転移酵素活性を検出した。 

・HG ガラクツロン酸転移酵素 
 RG-Iガラクツロン酸転移酵素が属するGT116は、HGガラクツロン酸転移酵素が属する
GT8と類縁であった。GT8の4つのサブグループのうち、GT116に比較的近く、機能が同定さ
れていない10種類の遺伝子が属するGATLファミリーの機能に興味を持ち、研究計画にはな
かったが、その生化学的解析を行った。HEK293細胞にて発現させたGATL5リコンビナント
タンパク質にHGガラクツロン酸転移酵素活性を検出した。これまでに知られている2種類の
HGガラクツロン酸転移酵素とは基質特異性が異なっていることを見出した。つまり、基質
特異性の異なる3種類のガラクツロン酸転移酵素が協調して長鎖のHGを生合成していること
が新たに見出された。 

・RG-I ガラクトース転移酵素 
 RG-I主鎖にガラクトース残基を結合させるRG-Iガラクトース転移酵素活性を検出するた
めに、基質となる蛍光標識RG-Iオリゴ糖を調製し、それを用いて、本酵素活性を植物タンパ
ク質抽出物より初めて検出した。この酵素活性について、基質特異性、酵素生成物の
MS/MS解析を含む生化学的性質を解析した。初めて活性が検出された酵素であることか
ら、酵素番号EC 2.4.1.375が与えられた。 
 RG-I側鎖生合成ガラクトース転移酵素はその遺伝子が未知であるが、RRTやRGGAT遺伝
子との共発現機能未知立体反転型糖転移酵素遺伝子や、RG-Iガラクタンが発達するG層のト
ランスクリプトームデータから、10種類ほどの候補遺伝子を選抜した。これらがコードする
タンパク質を得ることができ、高純度糖ヌクレオチドを用いたUDP-Gloアッセイにより、そ
のうちの2つにガラクトース転移酵素活性を検出した。 

・RG-II Kdo 転移酵素 
 本酵素の活性はこれまでに検出されたことはない。本酵素の基質が利用できないためであ
る。本酵素の基質 CMP-Kdo は半減期が pH7.5 で 34分と短く、不安定である。この化合物が
pH9.0 あたりでは半減期が 45分程度に伸びることを見出した。酵素合成反応の組成と精製時
のクロマトグラフィーの溶離液の素性を工夫することにより、4.4 mM という糖転移酵素の活
性測定に必要な濃度の CMP-Kdo溶液を調製することができた。さらに、RG-II Kdo 転移酵素
の活性測定時に CMP-Kdo を酵素合成する方法を構築した。 
 本酵素はその遺伝子が未知であるが、Kdo が RG-II に特異的な糖であることから、同定さ
れている CMP-Kdo 合成酵素遺伝子と共発現する機能未知糖転移酵素遺伝子を探索した。こ
れまでに 8 つの候補遺伝子を得ることができた。このうちいくつかについては HEK293 細胞
を用いてリコンビナントタンパク質を調製した。 

・ペクチンアセチル基転移酵素 
 ペクチン HG や RG-I 主鎖のガラクツロン酸残基の 2 位あるいは 3 位のヒドロキシ基が部
分的にアセチル化されていることが知られている。他の多糖（キシランなど）のアセチル化
酵素遺伝子が見出されており、そのホモログでペクチン合成関連酵素遺伝子と共発現するも
のがペクチンアセチル化酵素の候補遺伝子とされていた。しかし、その酵素活性が検出され
たことがなかった。そこで HG アセチル基転移酵素と考えられた TBR、RG-I アセチル基転移
酵素と考えられた TBL7 を HEK293 細胞にて発現させ、酵素活性の検出を試みた。いずれも
想定通りのアセチル基転移酵素活性を検出した。酵素反応生成物の MS/MS 解析を行い、ア
セチル基の転移部位も同定した。これは初めて検出されたペクチンアセチル基転移酵素活性
であった。 

 このように、研究開始当初の計画を超えて、5 種類のペクチン合成関連酵素についての生化学
的解析・遺伝子同定を進めた。今次得られた各酵素の生化学的性質の情報はそれらの遺伝子の同
定に活かせる。また、これらの遺伝子を用いて、他のペクチン合成酵素遺伝子の同定に活かした
り、ペクチン生合成が変化した変異体植物を作成・解析することでペクチンの機能解析を進めた
りすることができる。 
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