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研究成果の概要（和文）：道管分化のマスター転写因子VND7の下流で展開する二次細胞壁形成、および、プロト
プラストからの細胞壁再生について、オミクス解析を行った。トランスクリプトーム/メタボローム解析によ
り、二次細胞壁形成時に一次代謝経路の活性化が起こること、プロテオーム解析により、リグニン合成とペクチ
ン分解に関連する酵素タンパク質の蓄積量が大きく変動すること、細胞壁再生過程のトランスクリプトーム解析
からは、KOR2タンパク質の一次細胞壁再生への関与を示した。さらに、ヒメツリガネゴケのVND7遺伝子ホモログ
（VNS遺伝子群）が、通水細胞ハイドロイドと支持細胞ステライドの細胞分化を制御することを示した。

研究成果の概要（英文）：We performed a series of omics analyses on plant cell wall formation. 
Transcriptome/metabolome analysis revealed that the primary metabolism is strongly activated during 
secondary cell wall formation. Also, proteome analysis showed that the amount of several enzymes 
related to lignin biosynthesis and pectin degradation is drastically changed during secondary cell 
wall formation. On the analysis of primary cell wall formation, we established a system in which 
primary cell wall regeneration is induced from protoplasts of Arabidopsis cultured cells and 
mesophyll cells, using which we showed that KORRIGAN2 protein is closely associated with primary 
cell wall regeneration through transcriptome analysis and mutant analysis. Furthermore, we succeeded
 in indicating that in a moss plant, Physcomitrella patens, differentiation of water conducting 
cells (hydrioids) and supporting cells (stereids) is positively controlled by VNS genes, P. patens 
homologues of VND7.

研究分野： 植物生理学、植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
本新学術領域「植物細胞壁の情報処理シス

テム（植物細胞壁機能）」が理解しようとす
る「植物細胞壁の情報処理システム」の主な
舞台である細胞壁は、セルロース、ヘミセル
ロース、ペクチン、リグニン、構造タンパク
質などを含む超構造の高分子化合物であり、
その構成は植物の種類、発生過程、細胞の種
類によって大きく異なる。多くの植物細胞は
薄く伸展性のある一次細胞壁をもつ。一方で
維管束木部組織などの一部の細胞は一次細
胞壁の内側に特殊化した厚い二次細胞壁を
もつ。研究開始当初までの研究から、一次細
胞壁と二次細胞壁の個々の細胞壁成分の生
合成に関わる酵素等の遺伝子が相次いで見
出され、細胞壁形成メカニズムの理解は急速
に深まりつつあった。しかしながら、細胞ご
とに多様化した細胞壁の構築がどのように
統御されているかについては、ごく一部の細
胞における遺伝子発現（転写）ネットワーク
が明らかにされてきた以外はほとんどわか
っていなかった。 
申請者らはトランスクリプトーム解析と

逆遺伝学的解析を中心に、維管束木部の道管
と繊維細胞の二次細胞壁の形成を制御する
転写ネットワークの解明に取り組んできた。
その結果、この転写ネットワークではごく少
数のマスター転写因子が複数の下流の転写
因子を介して間接的に、あるいは直接的に、
細胞壁成分の生合成に関わる遺伝子の発現
を 制 御して い ること を 明らか に し た 
（Caño-Delgado et al., 2010）。しかしながら、
この転写ネットワーク全体を統御するシス
テムの理解には至っていなかった。本研究で
はこういった研究成果を活かしつつ、プロテ
オームとメタボロームをも対象とした統合
的なオミクス解析を取り入れることで、植物
細胞壁における情報処理システムの構築機
構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまず、道管分化のマスター転写

因子である VND7（Kubo et al., 2005）の下流
で展開する二次細胞壁形成について、転写ネ
ットワークの調和システムをオミクス解析
により明らかにする。また、一次細胞壁形成
のメカニズムを明らかにする。とくに、プロ
トプラストからの細胞壁再生過程のオミク
ス解析を行い、一次細胞壁形成のマスター転
写因子を同定するとともに、マスター転写因
子を起点とした転写ネットワークとその調
和システムを明らかにする。さらに、上記の
細胞壁形成システムが進化的にどのように
変化・保存されてきたのかをコケ植物から大
型被子植物（樹木）までの幅広い植物を用い
て明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）二次細胞壁形成のオミクス解析 
道管分化のマスター転写因子である VND7

の下流で展開する二次細胞壁形成システム
をオミクス解析により明らかにする。とくに
VND7 など転写因子のリン酸化のメカニズム
と機能を明らかにする。また、二次細胞壁形
成の制御過程における、プロテオーム・メタ
ボローム解析を行う。研究材料として主に、
VND7 の転写活性を薬剤（DEX、デキサメタ
ゾン）依存的に誘導することで、高頻度で二
次細胞壁形成を誘導できる形質転換タバコ
BY-2 培養細胞を用いる（Yamaguchi et al., 
2010）。 
 
（２）一次細胞壁形成のオミクス解析 
一次細胞壁形成のメカニズムを明らかに

する。とくに、プロトプラストからの細胞壁
再生過程のオミクス解析を行い、一次細胞壁
形成のマスター転写因子を同定するととも
に、マスター転写因子を起点とした転写ネッ
トワークとその調和システムを明らかにす
る。また、プロトプラストへの一過的遺伝子
導入による in vitro 培養系を確立し、遺伝子機
能解析に供する。研究材料としてはシロイヌ
ナズナに加えて、タバコ BY-2 も用いる。 
 
（３）細胞壁形成転写ネットワークの進化 
細胞壁形成のシステムの進化を理解する。

上記の研究成果をもとに、コケ植物から大型
被子植物（樹木）までの幅広い植物を用いて、
細胞壁形成の転写ネットワークがどのよう
に進化したかを明らかにする。コケ植物とし
てヒメツリガネゴケ、ゼニゴケ、オオミズゴ
ケ、シダ植物としてイヌカタヒバとリチャー
ドミズワラビ、裸子植物としてスプルースと
テーダマツ、単子葉植物としてイネとブラキ
ポディウム、双子葉植物としてタバコとミヤ
コグサ、大型被子植物（樹木）としてポプラ
とユーカリ、を対象とする。まずは二次細胞
壁形成のマスター転写因子VND7ホモログの
機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）二次細胞壁形成のオミクス解析 
道管分化のマスター転写因子である VND7

の下流で展開する二次細胞壁形成について、
転写ネットワークの調和システムの解析に
取り組んだ。まず、VND7 がタンパク質分解
による活性・安定性制御を受けている可能性
について解析し、VND7 の活性制御にリン酸
化が関与すること、そして、その VND7 のリ
ン酸化に MAP キナーゼが関与することを示
唆するデータを得た。また、VND7 タンパク
質が S-ニトロシル化修飾を受けることを明
らかにした。 
また、二次細胞壁形成の制御過程における、

プロテオーム解析を行った。まず、二次元電
気泳動法によるプロテオーム解析を行い、形
質転換タバコ BY-2 において、二次細胞壁形
成の誘導直後から多数のタンパク質種の蓄
積量が大きく変動することを示した。さらに、
経時的な定量的プロテオーム解析を行い、二



次細胞壁の主要成分であるリグニンの生合
成関連酵素の蓄積量がダイナミックに変化
することを明らかにした。また、二次細胞壁
形成と同時に一次細胞壁の部分的な分解が
起こることが知られているが、この現象に関
わると予想されるペクチン分解関連酵素の
蓄積が確認された。加えて、メルボルン大学
との共同研究として、エンドメンブレン画分
のプロテオーム解析手法の確立を進めると
ともに、プロテオームデータの統計解析手法
を確立した。 
二次細胞壁形成過程におけるメタボロー

ム解析として、熱分解 GC-MS、NMR、TG/DTA
解析、糖鎖分析のシステムを構築した。さら
に、理化学研究所・平井優美博士らとの共同
研究として、700 種程度の代謝産物が検出可
能なワイドターゲット解析を行った。その結
果、定量的データが得られた合計 490 の代謝
産物のうち 128 の代謝産物の蓄積量が二次細
胞壁形成誘導処理によって変動することを
明らかにした。とくに、道管分化の初期に
glyceraldehyde 3-phosphate (GAP)が速やかに
減少すること、分化が進むと Phe や Arg など
のアミノ酸が蓄積することを見出すととも
に、これらの変化が関連酵素遺伝子の転写レ
ベルでの制御と相関していることを示し、道
管分化の過程で一次代謝が積極的に調節さ
れていることを明らかにした（Ohtani et al., 
2016; Li et al., 2016）。 
また、VND7 活性誘導による二次細胞壁形

成が可能なシロイヌナズナ T-87 培養細胞形
質転換株を確立し、詳細な経時的トランスク
リプトーム解析を行うとともに、バイオイン
フォマティクスによるVND7下流の転写ネッ
トワークの推定を行い、Gaussian Graphical 
Models (GGM)と Dynamic Bayesian Networks 
(DBN)が有効であることを示した。 
さらに、VND7 活性の誘導によって異所的

な道管細胞分化を誘導できるシロイヌナズ
ナ（Yamaguchi et al., 2010）を用いて、二次細
胞壁形成時のセルロース合成コンプレック
スの動態を追跡し、一次細胞壁形成時と比較
して、その密度が高く、移動速度（セルロー
ス合成の速度に相当）も速いことが示された
（Watanabe et al., 2015）。 
 
（２）一次細胞壁形成のオミクス解析 
一次細胞壁形成のメカニズムを解析する

ためのモデルとして、プロトプラストが一次
細胞壁を再生する過程をモデルとした解析
を行った。まず、シロイヌナズナ T-87 培養細
胞のプロトプラストが一次細胞壁を再生す
る過程をカルコフロー染色等によって詳細
に観察した。その結果、一次細胞壁の再生開
始直後にパッチ上のセルロース生合成が起
こり、その後、繊維状のセルロース生合成に
変化し、4 日間後にはプロトプラスト化を行
う前のレベルまでセルロース量が回復する
ことを明らかにした。続いて、この過程のト
ランスクリプトーム解析を行った。当初、一

次細胞壁成分（セルロース、ヘミセルロース、
ペクチン）の生合成酵素遺伝子の発現上昇を
予想したが、予想とは異なり、数多くの細胞
壁成分の分解酵素遺伝子の発現が強く抑制
されることを見出した。このことは、通常の
細胞では一次細胞壁の活発な合成と分解が
同時に起こっており、プロトプラスト化によ
って一次細胞壁が失われた場合、一次細胞壁
の分解を抑制することで、細胞壁の再生を進
めている可能性が示唆された。さらに、この
トランスクリプトーム解析の結果から、セル
ロース生合成に関与することが知られてい
るβグルカナーゼ/セルラーゼ KORRIGAN の
アイソザイムである KOR2 をコードする
KOR2 遺伝子の発現が一次細胞壁再生時に上
昇することを見出した。そこで、kor2 遺伝子
変異体を用いて、本葉の葉肉細胞由来のプロ
トプラストからの一次細胞壁再生を詳細に
観察したところ、kor2 変異体の葉肉細胞由来
のプロトプラストでは一次細胞壁の再生が
遅れる傾向があることがわかり、KOR2 の一
次細胞壁形成への関与が示唆された。 
また、原形質分離した細胞におけるプロト

プラストの一次細胞壁再生について詳細に
観察したところ、プロトプラストと元々の一
次細胞壁を繋ぐように形成される繊維状構
造であるヘクチアンストランドが残ってい
るとき、プロトプラストの一次細胞壁再生は
起こらず、ヘクチアンストランドをフェムト
秒レーザーなどで人為的に切断することに
より一次細胞壁の再生が開始されることを
細川陽一郎教授（奈良先端科学大学院大学）
との共同研究で見出した。 
さらに、セルロース合成酵素などの一次細

胞壁関連遺伝子の発現を制御するマスター
遺伝子の探索を行い、一次細胞壁形成で機能
するセルロース合成酵素活性サブユニット
CesA 遺伝子群と共発現する ERF 転写因子遺
伝子群を見出し、それらの機能解析を行った。
その結果、ERF34、ERF35、ERF38、ERF39
の 4 遺伝子が一次細胞壁 CesA 遺伝子の発現
を正に制御する機能を持つことを明らかに
した。 
 
（３）細胞壁形成転写ネットワークの進化 
細胞壁形成システムの進化の理解を目的

として、コケ植物のヒメツリガネゴケとオオ
ミズゴケ、裸子植物のテーダマツを対象にし
た発生進化学的研究を進めた。ヒメツリガネ
ゴケを用いた研究では、VND7 のヒメツリガ
ネゴケホモログ（VNS1～VNS8）のうち、
VNS1、VND4、VNS6、VNS7 が通水細胞とし
て機能するハイドロイド（道束）と支持細胞
として機能するステライドの分化を制御す
ることを見出した（Xu et al., 2014）。また、
VNS 遺伝子はいずれも、ヒメツリガネゴケに
おいてプログラム細胞死を強く誘導する能
力を持つことが分かり、VND7 の祖先遺伝子
は植物進化の初期にプログラム細胞死の制
御機能を持っていたことが示唆された（Xu et 



al., 2014）。また、ハイドロイドの通水機能に
は、隣り合った細胞間の細胞壁分解が必要で
あることが予想されるが、この細胞壁分解に
特定のポリガラクツロナーゼ遺伝子が機能
することを見出した。 
さらに、オオミズゴケを用いた研究では、

オオミズゴケのVND7ホモログ遺伝子がオオ
ミズゴケにおいて水の貯蔵（吸水、補水）機
能を持つ死細胞である透明細胞の分化過程
で発現する可能性を示した。また、透明細胞
の分化過程における遺伝子発現の網羅的解
析のために、茎葉体の未成熟器官由来のプロ
トプラストをガラスキャピラリーを用いて 1
つずつ分離してからの１細胞トランスクリ
プトーム（RNA-seq）解析技術を開発し、発
現レベルが統計的に有意に変化する多数の
遺伝子を見出すことに成功した。 
 また、テーダマツを用いた解析から、VND7
のテーダマツホモログが、裸子植物の通水細
胞である仮道管の細胞分化を制御すること
が示唆された。 
 これらの結果から、VND7 遺伝子とそのホ
モログ遺伝子を核とした細胞壁形成の転写
ネットワークが進化の過程で保存されてき
たことが示された。 
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