
国立研究開発法人産業技術総合研究所・生命工学領域・研究グループ長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

新しい細胞壁再構成系を用いたリグノセルロースの様態と細胞壁形質の連関解析

Analysis of relationship between lignocellulose and cell wall trait using the 
new system to reconstruct plant cell walls

８０４５０６６７研究者番号：

光田　展隆（Mitsuda, Nobutaka）

研究期間：

１８Ｈ０２２５９

年 月 日現在  ４   ６ ２０

円    13,380,000

研究成果の概要（和文）：我々は繊維細胞において二次細胞壁を形成しないnst1 nst3二重変異体に、ERF転写因
子を発現させることにより、一次壁成分を二次壁様に肥厚させることに成功した。さらに、追加でLXM転写因子
を発現させてリグニンを追加沈着させることに成功し、強度が向上していることを確認した。しかし、Gリグニ
ンに富んだ組成になっていることが示唆され、通常の野生株の繊維細胞に蓄積するリグニンとは異なるように思
われた。そこで、リグニンのS/G比の制御にかかわる遺伝子をさらに追加で発現させたところ、Sリグニンの割合
を増やせることが分かり、一次細胞壁様細胞壁にもSリグニンに富んだリグニンを形成させられることが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in thickening primary wall components into a secondary 
wall-like structure by expressing the ERF transcription factor in the nst1 nst3 double mutant, which
 does not form secondary cell walls in fiber cells. In addition, we succeeded in depositing 
additional lignin by expressing an additional LXM transcription factor, and confirmed that the stem 
strength was improved. However, it was suggested that the composition was rich in G lignin, which 
appeared to be different from the lignin that normally accumulates in fiber cells of wild type. 
Therefore, we expressed additional genes involved in the regulation of the S/G ratio of lignin, and 
found that we could form the S-lignin-rich lignin in the primary cell wall-like thickened cell wall.

研究分野：植物バイオテクノロジー

キーワード： 細胞壁　木質　遺伝子　転写因子　リグニン　一次細胞壁　二次細胞壁　植物
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の二次細胞壁とは木質のことであり、結晶化したセルロースとリグニンなどから成る強固なポリマー複合体
である。これまで、それを別の細胞壁に置き換えるようなことは誰も考えついていなかったが、われわれは二次
細胞壁を、リグニンを持たない一次細胞壁様の細胞壁に置き換えることに成功した。さらに、遺伝子操作によっ
てそこにリグニンを足したり、リグニンの組成比まで変化させて構造を強固にすることにも成功し、人工的に、
植物の細胞壁、木質をデザインしたり、置き換えたりすることが可能であることを実証した。この成果は将来的
にバイオマスの利用効率を高めることで二酸化炭素排出削減などにつながると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者らが世界に先駆けて発見したシ
ロイヌナズナ nst1 nst3 二重変異体は繊維
細胞において二次細胞壁形成が全く起きな
くなっており（道管は影響を受けない）直立
することができない（図 1）。二次細胞壁は植
物の乾燥重量の半分以上を占めることから、
申請者はこの変異体を空の容器と捉え、この
変異体の繊維細胞にまったく新しい木質を
形成させるべく、同細胞特異的に遺伝子発現
を誘導できる NST3 プロモーターを用いて約
600種類もの転写因子コンストラクトを導入
し、スクリーニングを行った（図 1）。このス
クリーニングにおいて取得した植物が本研
究で使用する nst1 nst3 NST3p:ERF035-VP16
植物である（以下「ERF 導入植物」と呼ぶ）。
この ERF 導入植物では、繊維細胞において明
瞭に肥厚した細胞壁を形成するが（図 2A）、
その細胞壁組成は単糖組成の観点（図 2B）、
ペクチンを豊富に含む点、力学的性質（図 3）
などから考えて一次細胞壁ときわめて類似
していた。また、遺伝子発現プロファイルの
観点からも一次細胞壁セルロースの合成酵
素遺伝子の発現が上昇するなどしており、一
次細胞壁様の細胞壁が二次的に肥厚してい
ると考えられた。しかし一方でセルロースの
重合度や結晶化度は上昇しており、細胞壁の
厚さや形成されるタイミング、セルロースの
様態からは二次細胞壁的側面も持つことが
明らかになった。申請者らはこの植物の力学
的強度を向上させるため、転写因子 LXM をさ
らに追加導入して発現させた結果、リグニン
を沈着させることに成功し、リグニンの効果
により細胞壁強度が向上していることが確
認できた。また、上記 600 種類の転写因子の
スクリーニング過程において、nst1 nst3 二
重変異体の繊維細胞に推定リグニンおよび
キシランを蓄積させる新しい転写（抑制）因
子 LXF も発見した（図 4）。このようなこと
から、研究代表者らは植物の細胞壁が非常に
フレキシブルであり、一次細胞壁、二次細胞
壁といった分類やそれらの構成要素の様態
と細胞壁の形質との連関について疑問を持
つようになり、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 

本研究では上記のユニークな細胞壁再構成
植物を解析し、セルロースやヘミセルロー
ス、リグニンの存在様態と力学的性質および
セルラーゼによる（セルロースの）酵素糖化
性との連関性を明らかにすることで、それら
の存在意義を再定義することを目的とする。
リグニンやヘミセルロースの存在意義を明
らかにするにはリグニンやヘミセルロース
のない細胞壁にそれらを足したらどうなる
かを調べるのが最も理想的である。しかし、リグニンやヘミセルロースを含まない高結晶性セル
ロースのみの二次細胞壁を植物に作らせることに成功した例は全くない。そこで上記背景に記

(図 1) nst1 nst3二重変異体とこれまで行っ
たスクリーニングの概要図 

(図 2) ERF 導入植物は一次壁様の二次壁を蓄
積する 
(A)ERF 導入植物では肥厚した細胞壁が見ら
れるが、リグニンもキシランも検出できない 
(B)ERF 導入植物の細胞壁の糖組成は一次細
胞壁しか持たない nst1 nst3 とほぼ同じであ
る 

ERF導入植物 

ERF導入植物 
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載したような植物の細胞壁を詳細に解析し、
比較することによりリグニン、セルロース、
ヘミセルロースの様態と細胞壁の形質との連
関が明らかになり、これらの存在意義や、一
次細胞壁、二次細胞壁をそうたらしめている
本質的要件を再定義できると考えた。 

 

３．研究の方法 

本研究では上述の通り、（１）二次壁のない繊
維細胞に一次細胞壁を肥厚させた植物（ERF）
（２）二次壁のない繊維細胞に一次細胞壁を
肥厚させてリグニンを沈着させた植物
（ERF+LXM）（３）二次壁のない繊維細胞に一
次細胞壁を肥厚させてリグニンとキシランを
沈着させた植物（ERF+LXF、作成する）（４）野
生株（５）nst1 nst3 二重変異体、を用いる。
これら全てに関して、リグニン、キシラン及び
セルロースの存在様態や酵素糖化性、力学的
性質を調べ、比較解析を行うことでそれらの
連関を明らかにすることとした。しかし、研究
過程において、NMR 解析等に供するにはこれら
の植物における細胞壁肥厚が十分ではないこ
とが明らかになり、これらの転写因子をより
強力に発現させるシステムを構築することと
した。追加第一弾は、繊維細胞でのみ遺伝子を
発現させる NST3 遺伝子のプロモーター領域
を使用していったん酵母 GAL4 転写因子を発
現させ、GAL4 結合部位を繰り返し含む人工プ
ロモーター（GAL4UAS）によってこれらの ERF
や LXM 転写因子を発現させることにした。ま
た、同じプロモーターを複数回使用するのを
避けるため、ERF035 転写因子と LXM 転写因子
は自己分解ペプチドなどを間に挟む形にして
一続きの遺伝子として発現させることにし
た。さらに第二弾として、ERF035、LXM に加え
てリグニンの S/G 比を制御しているとされる
転写因子または酵素遺伝子を発現させるベク
ターを作成した。 
 
４．研究成果 
まず、「肥厚した一次壁様二次壁のみ」、「同細
胞壁＋リグニン」を形成させた植物において、
その力学的強度を詳細に検討した結果、肥厚
した一次壁様二次壁にリグニンを追加する
と、力学的強度（stiffness、ヤング率）が明
らかに向上するものの通常の野生株の半分程
度にしかならないことがわかった。このこと
はヘミセルロース成分の重要性を示唆するも
のである。一方で、肥厚した一次壁様二次壁に
リグニンとキシランを追加したと思しきもの
について、その切片観察などを慎重に実施したところ、傷害時に応答して作られるようなリグニ
ンができていると解釈される結果になり、我々が求めていたような植物とは異なることがわか
った。このようなことからあらためてヘミセルロース成分（キシラン）の生合成を単独で制御し
うる転写因子を発見すべくインフォマティクス解析を行い、候補因子を絞り込んでそれらの働
きを調べたが、最終的にわれわれが期待した性質をもつような因子は見つからなかった。 
 そこで、nst1 nst3 二重変異体に、ERF および LXM 転写因子を同時発現させた植物について分析
を進めることにした。国際学会にて LXM によって沈着したように見えるリグニンは実はモノリ
グノールやフェノリクス化合物なのではないのか、洗浄処理を行っても細胞壁から簡単に外れ
るようなことはないのかという指摘を受けたので、切片を洗浄処理し、顕微鏡観察を行ったとこ
ろ、洗浄処理後でもリグニン由来の自家蛍光や染色が観察されることを確認できた。また、 

(図 3) ERF 導入植物の引っ張り試験 
横軸は（疑似）密度（細胞壁の厚さとほぼ同
義）、縦軸は一定の変形を引き起こすのに必
要な力を表す。 
ERF 導入植物（灰色丸）は nst 変異体（×）
より高強度であるが WT（白丸）よりずっと弱
い。ERF 導入植物と nst 変異体の回帰直線は
ほとんど同じ傾きになる（＝材質的に同等）
が WT のそれは大きく異なり材質の違いを表
している。 

ERF導入植物 

(図 4) LXF はリグニンとキシランを沈着さ
せる 
LXF 導入植物（右側）はセルロースは沈着さ
せないがリグニンとキシランを沈着させる。 
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2 次元 NMR 分析を実施したところ、一次細胞壁
に沈着したリグニンは、野生株と異なり、G 型
リグニンの偏在(S 型がみられない)がみられ、
結合様式も通常とは大きく異なっているとい
う興味深い結果を得た。しかし、多糖・リグニ
ン間の結合を調べるには、試料の濃縮分画と再
分析を行うか、より細胞壁が肥厚した試料が必
要と考えられた。また、この ERF 転写因子を野
生株背景で木部繊維細胞特異的に発現させる
と、木部繊維細胞において一次細胞壁が増える
と同時に、中層・セルコーナーのリグニン沈着
が起きなくなることがわかった（図 5）。 

ERF035 と LXM をシンプルに NST3 プロモータ
ーによって nst1 nst3 二重変異体に同時発現さ
せた植物では細胞壁肥厚が十分ではないという問題を解決するため、酵母の転写因子をまず
NST3 プロモーターで発現させて、その下流として ERF や LXM 転写因子を発現させるという二段
階発現システムおよび、ERF と LXM 転写因子を連結させて発現させ、自己消化ペプチド配列を利
用して発現後に分離させるシステムを利用することとした。その結果、興味深いことに、図 6 に
示すように自己消化ペプチドで接続する遺伝子のうち N 末側に LXM を配置すると著しく成長阻
害されることがわかった。これらの植物について T1 世代で花茎の横断切片を観察した結果 nst1 
nst3 変異体に GUS のみを導入した植物では、nst1 nst3 変異体と同様に繊維細胞での二次細胞
壁形成が欠損した状態であるが、ERF035（と GFP）を導入した植物では、繊維細胞に二次細胞壁
様に一次細胞壁成分が蓄積した（リグニンの自家蛍光なし）。一方で ERF035＋LXM を導入した植
物では二次細胞壁様に蓄積した一次細胞壁成分にリグニンが沈着している様子が自家蛍光の観
察から確認された。 

さらにこれらの植物

の T2 世代において花茎

上部、下部の横断切片を

製作し、モイレ染色を行

った結果、ERF035（と

GFP）のみを発現させた

場合は、二次細胞壁様に

一次細胞壁細胞壁の蓄

積が見られたことに加

え、十分成熟した茎の下

部においては繊維細胞

のところどころにおい

てリグニンの沈着が見

られた。LXM（と GFP）の

みを発現させた場合は、

二次細胞壁様の細胞壁

肥厚が見られないもの

の、繊維細胞全体にリグ

ニンの沈着が見られた。

ERF035と LXMを一続きに

両方発現させた場合は肥

厚した二次細胞壁様細胞

壁全体に一様なリグニン

沈着が見られた。しかし、いずれにおいても沈着したリグニンは通常繊維細胞で見られるような

S リグニンに富んだものではなく、G リグニンに富んだ道管様リグニンであるように見受けられ

た。これは先述した NMR 解析の結果とも一致する。 

一次細胞壁成分には S/G 比の低いリグニンしか蓄積できないのかどうかを調べるために、こ

れらの遺伝子に加えてリグニンの S/G 比を正に制御していると考えられている転写因子遺伝子

や酵素遺伝子を共発現させる実験を行った。その結果、いずれを追加発現させてもリグニンの

S/G 比が高まったと思われるようなモイレ染色像となった。このような結果から、一次細胞壁成

分には G リッチリグニンしか沈着できないわけではなく、遺伝子を追加導入することで通常の

二次細胞壁のような細胞壁を人工的に製作できることが実証された。このようにして製作した

細胞壁がどの程度の強度を有するのか、また、リグニンがどのようにして一次細胞壁成分に沈着

（図 5）ERF 転写因子を野生株背景で発現
させると中層・セルコーナー・一次細胞壁
領域のリグニン沈着が失われる 

NST3p::GAL4 

GAL4UAS::ERF-LXM

導入植物 

NST3p::GAL4 

GAL4UAS::LXM-ERF 

NST3p::GAL4 

GAL4UAS::ERF-GFP 

NST3p::GAL4 

GAL4UAS::LXM-GFP 

(図 6) ERF035 と LXM などを自己消化ペプチドを用いて nst1 
nst3 変異体に同時発現させた場合の植物の成長 
一番手前の行（列によっては手前から二番目まで）はコントロー
ル植物。 
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しているのか、今後の研究が待たれる。 
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