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研究成果の概要（和文）：　植物の糖質化合物は糖転移酵素が形成する複合体によって効率的に生合成されると
考えられている。本研究では、この酵素複合体を検出することを目的とした。
　ペクチンラムノガラクツロナンI生合成ガラクトース転移酵素が高分子電解質により超活性化することを見出
した。本酵素を核にタンパク質集合体を形成していることが示唆された。また、キシラン生合成糖転移酵素
IRX9, IRX10, IRX14-Lが含まれる分子量61万のタンパク質複合体を見出した。さらに、フラボノイド配糖体アピ
イン生合成酵素を含む分子量45万の複合体を見出した。いずれの複合体も検出量が非常に少なく、一時的に形成
されていることも考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is thought that carbohydrate compounds in plants are efficiently 
biosynthesized by a protein complex including glycosyltransferases. In this study, we aimed to 
detect such an enzyme complex.
　We found that pectin rhamnogalacturonan I biosynthetic galactosyltransferase is superactivated by 
polyelectrolytes, suggesting that a protein complex was formed with this enzyme at the core. We also
 found a protein complex with molecular mass of 610 kDa that contains xylan biosynthetic 
glycosyltransferases IRX9, IRX10, and IRX14-L. Furthermore, a complex with molecular mass of 450 kDa
 containing the flavonoid glycoside apiin biosynthetic enzymes was found. These complexes were 
detected in very low amounts, suggesting that they were formed temporarily.

研究分野：植物生化学

キーワード： 糖転移酵素　植物細胞壁　多糖　タンパク質複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命科学における主流研究技術（次世代シーケンサーを用いた遺伝子発現解析や各種オミクス解析、変異体の解
析など）では、酵素複合体は解析できない。このような技術的な理由から、本研究が目指す糖転移酵素を含む複
合体の検出・解析は遅れている。本研究では、植物糖質化合物の生合成に関する酵素複合体を複数見出した。い
ずれも量が少ないことも見出しており、一過的に形成されることが多い相分離集合体である可能性もある。この
ように本研究成果は、未解明なことが多い細胞内でのタンパク質集合体の形成と機能について、一定の回答を示
すものであり、学術的意義が大きい。

※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 

 植物は他の生物に比べて多量で多様な糖質化合物を生産している。これを反映して、植物

ゲノムには、哺乳動物ゲノムに比べて 2〜3 倍の数（500〜700）の糖転移酵素遺伝子をコー

ドしている。しかし、糖転移酵素の機能が明確にされているものはまだ 1/3 くらいであり、

各糖転移酵素の機能同定の研究が必要である。さらに、植物の糖質化合物は連続的に糖鎖が

連なっている場合が多い。この場合、複数の糖転移酵素が一つの化合物の生合成に関わる。

植物の糖質化合物の中には、構造が非常に複雑なものがあったり、大量に生合成されている

ものがあったりする。そのため、糖転移酵素が複合体を形成し、効率的に糖質化合物を生合

成していると考えられている。これまでに、特定の組み合わせの糖転移酵素どうしが相互作

用していることが酵母ツーハイブリッド法や二分子蛍光補完法（BiFC 法）などを用いて示

されてきているものの、糖転移酵素が含まれるタンパク質複合体そのものが同定されたこ

とはほとんどない。このため、植物細胞内における糖質化合物の効率的な生合成の分子機構

は不明なままである。 

 
２．研究の目的 

 植物の糖質化合物は糖転移酵素が形成する複合体によって効率的に生合成されると考え

られている。本研究では、複雑な構造をした多糖（ペクチンラムノガラクツロナンIとキ

シラン）と生合成量が多いフラボノイド配糖体アピインの生合成に焦点をあてた。これら

の糖質化合物が生合成されるには、複数の糖転移酵素が複合体を形成して連続的に効率的

に反応していると考えられている。これらの糖質化合物の生合成に関わる糖転移酵素を同

定し、生化学的性質を明らかにすることを一つの目的とした。そして、これらの糖転移酵

素を含む酵素複合体を検出することを目的とした。この酵素複合体の構造を明らかにする

ことは、糖質化合物の効率的な生合成の分子機構を解明することにつながる。 

 

３．研究の方法 

 ペクチンラムノガラクツロナン I の生合成に関わるガラクトース転移酵素の解析には、

ペクチン生合成が盛んなアズキ上胚軸のミクロソーム画分を用いた。この酵素の活性発現

条件を解析した。 

 キシラン生合成に関わる糖転移酵素を含む複合体の同定には、キシランを含む二次細胞

壁の合成が非常に盛んな VND7（転写因子）過剰発現タバコ培養細胞 BY-2 株を材料にした。

この抽出物をスクロース密度勾配遠心法により、小胞体膜、ゴルジ体膜、原形質膜に分離し、

それらを CN-PAGE により各膜構造に局在するタンパク質複合体を分離した。ゲル上の分離

したタンパク質複合体に、キシラン生合成糖転移酵素 IRX9, IRX10, IRX14-L の抗体と反応

させ、これらの糖転移酵素が含まれるタンパク質複合体を検出した。 

 フラボノイド配糖体アピインはパセリで大量（湿重量 1g あたり 20mg）に生合成される。

パセリでアピインが盛んに生合成される幼少期の本葉の RNA-Seq 解析を行い、アピイン生

合成に関わるアピオース転移酵素、グルコース転移酵素の遺伝子の候補遺伝子を選抜した。

候補遺伝子がコードするタンパク質を調製し、酵素活性を検出することで、両糖転移酵素の

遺伝子を同定した。アピイン生合成に関わる酵素は 10種類程度存在する。パセリタンパク

質抽出物を CN-PAGE により分離し、どの分子量の複合体に酵素活性が含まれるか、調べた。 



 

４．研究成果 

 ペクチンラムノガラクツロナンI生合成ガラクトース転移酵素の活性をアズキ上胚軸ミ

クロソーム画分より検出した。この酵素活性が初めて検出されたためEC番号(EC 

2.4.1.375)が発行された。この酵素はポリアクリルアミンなどの高分子電解質により40倍

ほどに超活性化することを見出した。このようなタンパク質の特徴は、疎水性領域が表面

に出ていたり、天然変性領域を持っていたりしていることが多い。シロイヌナズナゲノム

を参照すると、天然変性領域を持つと予測される糖転移酵素が複数コードされていること

を見出した。これらの遺伝子をガラクトース転移酵素の候補遺伝子とした。本酵素を核に

タンパク質集合体を形成していることが示唆された。 

 キシラン生合成糖転移酵素IRX9, IRX10, IRX14-Lの抗体を作成した。キシランの生合成

量が数十倍高くなる、VND7を過剰発現したタバコ培養細胞のミクロソーム画分を調製し

た。これをスクロース密度勾配遠心で分画し、それぞれの画分をCN-PAGEで各タンパク質

複合体を分離した。このゲル転写物に対して3種類の抗体を用いてウェスタンブロッティ

ングを行うと、いずれの抗体でも分子量61万のタンパク質複合体が染色された。すなわ

ち、これら3つの糖転移酵素を含むタンパク質複合体を検出した。 

 フラボノイド配糖体アピインが多く生産されるパセリ幼少期の本葉を材料に、CN-PAGE

で分離したタンパク質複合体を解析した。ゲル上のタンパク質に対していくつかの酵素活

性を測定したところ、複数のアピイン生合成に関わる酵素を含む分子量45万の複合体を見

出した。 

 このように、植物糖質化合物を生合成する糖転移酵素がタンパク質複合体を形成してい

る例を複数のケースにおいて見出した。生命科学における主流研究技術（次世代シーケン

サーを用いた遺伝子発現解析や各種オミクス解析、変異体の解析など）では、見出すこと

ができなかったものである。この知見は、糖質化合物が酵素複合体により効率的に生合成

されていることを示している。いずれの複合体も検出量が非常に少なく、相分離集合体な

どの一過的に形成される複合体である可能性も考えられた。このように本研究成果は、未

解明なことが多い細胞内でのタンパク質集合体の形成と機能について、一定の回答を示す

ものであり、学術的意義が大きい。 
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