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研究成果の概要（和文）：植物の細胞壁は主にセルロースと各種の多糖（ペクチン、ヘミセルロース）ならびにアラビ
ノガラクタン-プロテイン（AGP）と呼ばれる糖タンパク質で構成される。本研究ではAGPの糖鎖に着目し、糖鎖を特異
的に分解する酵素の探索、酵素遺伝子のクローニング、酵素によるAGP糖鎖の断片化と構造解析、得られたオリゴ糖の
生理機能解析を目指した。エノキタケ培養液から新規な酵素、エンド-β-1,3-ガラクタナーゼ、を精製してその性質を
明らかにした。各種AGP分解酵素を用いてアラビドプシス葉のAGP糖鎖を断片化して構造を調べAGP糖鎖の構造モデルを
構築した。同様にして、ダイコン成根AGPの糖鎖構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plant cell walls consist mainly of cellulose and other polysaccharides, such as pe
ctins and hemicelluloses as well as arabinogalactan-proteins (AGPs), a family of proteoglycans/glycoprotei
ns. In this study, our laboratory has focused to explore a new galactanase hydrolyzing the carbohydrate mo
ieties of AGPs in various microbial sources. We found an endo-beta-1,3-galactanase from winter mushroom an
d demonstrated that the enzyme is highly useful to elucidate the structure of AGPs. A model structure of t
he carbohydrate moieties of Arabidopsis leaf AGP has been proposed by application of several different kin
ds of AGP-degrading enzymes. Similar approach allowed to determine the structure of radish root AGP. We al
so appeared that the enzymatically degraded AGP fragments possess physiological function (elicitor activit
y) producing antimicrobial substances when administered to soybean cotyledons.
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１．研究開始当初の背景 
植物の細胞壁は細胞の形状を規定し、ひ

いては植物細胞の生長・分化を支配してい

る。生長の盛んな組織の細胞壁はセルロー

スと各種の多糖（ペクチン、ヘミセルロー

ス）ならびに糖タンパク質で構成される。

主要な糖タンパク質はアラビノガラクタ

ン-プロテイン（AGP）である。AGP は高等

植物の細胞膜、細胞壁（一次細胞壁）と細

胞間の中層（細胞間マトリックス）に普遍

的に存在する糖タンパク質で、一般的には

分子量約 10 万、約 90％の糖鎖部分と約

10％のタンパク質部分から成る。 

AGP の糖鎖は主にガラクトース（Gal）と

L-アラビノース（L-Ara）から成り、植物

組織によってはグルクロン酸（または 4-

メチル-グルクロン酸）、L-フコース、など

を含む。その構造は複雑で Gal 鎖が分岐し

た構造を有している。AGP の糖鎖は器官特

異的であり、植物の生育に伴って変化する

のが特徴であり、他の細胞壁多糖と異なり、

AGP が組織分化と密接に関連しているこ

とを示している。実際、シロイヌナズナの

器官の分化（van Hengel and Roberts, 

Plant J., 2002）やヒャクニチソウ培養細

胞の木部分化（Motose et al., Nature, 
2004）は特異的な AGP 糖鎖によって引き起

こされることが知られている。 

しかしながら、これらの研究では AGP の

どのような構造が分化と関わっているか

は不明なままで、組織分化を担う糖鎖構造

（糖鎖の部分構造）と分化の分子機構の解

明が課題となっている。 
 
２．研究の目的 

アラビノガラクタン-プロテイン（AGP）の

糖鎖に着目し、糖鎖を特異的に分解する酵

素の探索、酵素遺伝子のクローニング、酵

素による AGP 糖鎖の断片化と構造解析、得

られたオリゴ糖の生理機能解析を目指す。 
 
３．研究の方法 

AGP糖鎖の新規な糖鎖分解酵素の探索と精

製を行う。すでに、キノコの一種の培養で

エンド-β-1,3-ガラクタナーゼが見出され

ており、その精製と遺伝子クローニングを

行う。さらに、エキソ-β-1,6-ガラクタナ

ーゼの検索を進める。次にこれらの酵素を

用いた AGP の糖鎖の断片化と得られたオリ

ゴ糖の構造解析を進める。得られたオリゴ

糖の生理機能解析を試みる。生理機能とし

てはペクチン由来のオリゴ糖で実証されて

いる生体防御誘発（エリシター）活性に着

目する。ケンブリッジ大学の Dupree 教授の

協力を得てシロイヌナズナの AGP の糖鎖構

造・機能相関の網羅的解析を行う。 
 
４．研究成果 

AGP糖鎖に作用するエンド-β-1,3-ガラク

タナーゼの探索を行い、エノキタケ培養液

から各種クロマトグラフィーで酵素を精製

した。精製酵素のＮ末アミノ酸配列を調べ、

その配列をもとに cDNA を単離した。酵素の

基質特異性などの性質を調べたところ、本

酵素はβ-1,3-ガラクタンのみに作用し、最

終産物としてガラクトース（Gal）とβ-1,3-

ガラクトビオース（β-1,3-Gal2）を生じた。

本酵素は新規な糖鎖分解酵素であり、酵素

番号（EC 番号）3.2.1.181 が付与された。

研究成果を以下のように発表した：Kotake 

et al., Journal of Biological Chemistry, 

286 巻, 2011 年。 

ケンブリッジ大学の Dupree 教授と共同で、

今までに見出した各種 AGP 分解酵素を用

いてアラビドプシス葉の AGP の断片化とそ

の構造解析を行った。得られたオリゴ糖の

構造を調べ AGP 糖鎖の構造モデルを構築し

た：Tryfona et al., Plant Physiology, 160

巻, 2012 年）。 

ダイコン成根 AGP をエキソβ-1,3-ガラク

タナーゼ、エンド-β-1,6-ガラクタナーゼ、

α-L-アラビノフラノシダーゼ、β-グルク

ロニダーゼ、等を用いて断片化した。得ら

れたオリゴ糖の構造を調べた。AGP 糖鎖の側

鎖であるβ-1,6-ガラクタン鎖にはα

-L-Ara が単独で、またはα-L-Ara-(1→5)-

α-L-Ara の 2 糖単位で結合しており、その

結合の数はβ-1,6-ガラクタン鎖毎に異な

ることを明らかにした。L-Ara が多様な結合

で AGP 糖鎖を構築していることを明らかに

した：Shimoda et al., Bioscience, 

Biotechnology, and Biochemistry, in 

press）。 

AGP糖鎖由来のオリゴ糖を用いてその生体

防御誘発（エリシター）活性を測定した。 



ダイズ子葉片を用いたペクチン由来のオリ

ゴ糖で実証されている抗菌性物質、グリセ

オリン、の誘導を調べた。AGP 由来のオリゴ

糖でグリセオリンの誘導が確認できた。そ

の再現性、誘導を引き起こすオリゴ糖の糖

鎖構造、等の実験を進めている。 
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