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研究成果の概要（和文）：木質バイオマスを構成する二次細胞壁の形成メカニズムについては、

不明な点が多々残されている。本研究では、二次細胞壁形成のマスタースイッチとして同定し

た VND7 遺伝子を利用して、高効率な二次細胞壁誘導系を確立し、これらを用いて、二次細胞

壁の主要成分であるセルロースとキシランの生合成ならびに VND7 の機能制御機構の解析を

行うことで、二次細胞壁形成を統御するシステムの新たな側面を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Secondary cell walls (SCWs) of plants are important because they 
are major components of woody biomass. However, little is known about mechanisms 
underlying SCW formation. In this study, we revealed several new aspects of the 
mechanisms through the analysis of biosynthesis of cellulose and xylan, major constituents 
of SCWs, and the analysis of regulatory system of VND7, the master regulatory switch of 
SCW formation, by using a new in vitro SCW induction experimental system that was 
established with the VND7 gene. 
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１．研究開始当初の背景 

植物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

含む複雑な高分子化合物であり、植物の発生

過程と細胞の種類によってその成分は大き

く異なる。維管束木部の道管要素や繊維細胞

など数多くの細胞は細胞伸長が終わったの

ちに、伸展性の高い一次細胞壁の内側にセル

ロース、ヘミセルロース、リグニンを主成分

とする厚い二次細胞壁を形成する。これら二
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次細胞壁の主成分の生合成のメカニズムに

ついては近年の研究によってそれぞれの生

合成に関わる酵素遺伝子が徐々に同定され

ているが、完全な理解にはまだ程遠いと言わ

ざるを得ない。さらに、個々の細胞ごとに、

そして、個々の細胞の分化過程において、こ

れら生合成酵素遺伝子の発現がどのように

制御されることで多様な細胞壁が形成され

ているのかについてもほとんどわかってい

ないという状況であった。 

研究代表者らはこれまでに、ヒャクニチソ

ウ培養細胞とモデル植物であるシロイヌナ

ズナの継代培養細胞から二次細胞壁をもつ

道管要素への分化誘導系を用いたトランス

クリプトーム解析により、道管要素の分化過

程で特異的に発現する数多くの遺伝子群を

見いだした。これらの遺伝子群にはセルロー

スとヘミセルロースの生合成に関与すると

予想される糖転移酵素や多糖分解酵素、リグ

ニンモノマーの生合成酵素やリグニン重合

酵素などの細胞壁生合成関連酵素が多数含

まれていた。さらにこれらの酵素遺伝子の発

現を制御すると予想される転写制御因子も

多数含まれていた。そこで研究代表者らは、

上記転写因子の中から植物特有の NAC ドメ

イン転写因子をコードする VND1～VND7 

(Vascular-related NAC Domain1～7)遺伝子

の解析を進め、VND6 および VND7 が道管

要素の二次細胞壁生合成を制御するマスタ

ースイッチであることを突き止めた。さらに、

道管特異的に発現する機能未知遺伝子の解

析から、新規の膜タンパク質である TED6 と

TED7 の発現を抑制すると道管要素の二次細

胞壁形成が阻害され、逆に過剰発現では二次

細胞壁の形成が促進されることを示した。ま

た、TED6 タンパク質がセルロース合成酵素

活性サブユニットのひとつである AtCesA7

と結合することを免疫沈降法、プルダウンア

ッセイ、BiFC 解析で証明し、TED6 と TED7

がセルロース合成複合体の新たな構成因子

である可能性を示した。 

これらの研究成果を受けて、これまでの研

究成果を発展させて、二次細胞壁成分のうち

セルロースとヘミセルロースの生合成のし

くみ、ならびに、二次細胞壁生合成酵素遺伝

子のマスター転写因子である VND7 の機能

制御のしくみを多面的に解析することで、二

次細胞壁形成を統御するシステムに関する

知見を深めることが可能であるとの着想に

至った。 
 
 
２．研究の目的 

主に VND7-VP16-GR 過剰発現のシロイヌ

ナズナ形質転換体と形質転換 BY-2 タバコ培

養細胞で同調的に二次細胞壁形成を誘導で

きることを利用した研究を行う。二次細胞壁

の各成分の生合成のしくみについては、

TED6 とセルロース合成酵素活性サブユニッ

ト AtCesA7 の特異的結合を基にしたプロテ

オーム解析により二次細胞壁のセルロース

合成酵素複合体の構成タンパク質を明らか

にする。さらに、二次細胞壁の主要なヘミセ

ルロースであるキシランの生合成について

は、キシラン合成活性を指標に生合成酵素複

合体の精製を試みる。VND7 の機能制御のし

くみについては、二次細胞壁強制誘導シロイ

ヌナズナをもとに VND7 の機能を抑制する

突然変異体（DEX 誘導での個体致死が起こら

なくなる復帰突然変異体）の作出とその責任

遺伝子の単離と機能解析を行い、VND7 の機

能制御に関わる新規タンパク質を同定する。

また、VND7 遺伝子や二次細胞壁生合成酵素

遺伝子と共発現する転写因子やキナーゼな

どの情報伝達関連遺伝子の機能解析を行う。 

 

 



３．研究の方法 

(1) VP16-GR 融合型 VND7 発現形質転換シ

ロイヌナズナ・BY-2 タバコ培養細胞の確立 

二次細胞壁形成のマスタースイッチとし

て同定した VND7 遺伝子に転写活性化ドメ

イン（VP16）とグルココルチコイドレセプ

ター（GR）を融合した遺伝子コンストラク

トを用いて、シロイヌナズナと BY-2 タバコ

培養細胞の形質転換を行う。多数の形質展開

個体、細胞ラインから効率的に二次細胞壁形

成を誘導できるものを選抜する。 

(2) セルロース合成酵素複合体の精製 

研究代表者らが 2009 年に発見した TED6

タンパク質がセルロース合成酵素の活性サ

ブユニットに結合できるという性質を利用

して、HA タグ等で標識した TED6 タンパク

質を用いたアフィニティー精製により、セル

ロース合成酵素複合体の同定を目指す。 

(3) キシラン合成酵素複合体の精製 

 (1)で選抜した高頻度に二次細胞壁形成を

誘導できる形質転換 BY-2 タバコ培養細胞を

材料に、キシラン主鎖の合成活性を指標にし

たタンパク質画分の精製を行う。さらに、質

量分析により、精製したタンパク質画分の構

成因子の同定を進める。 

(4) VND7 の機能制御機構の解析（復帰突然

変異体のスクリーニング） 

 (1)で選抜した高頻度に二次細胞壁形成を

誘導できるシロイヌナズナを用いて、EMS

処理による突然変異誘発を行い、M2 世代で

二次細胞壁形成が抑制された突然変異体を

得る。得られた突然変異体については純化、

詳細な形態観察、マッピング、遺伝子同定を

順次進める。 

(5) 新規制御遺伝子候補の同定 

 新規の細胞壁形成関連遺伝子を同定する

ために、VND7 遺伝子や既知の細胞壁生合成

酵素遺伝子と共発現する遺伝子の探索と機

能解析を行う。機能解析としては、プロモー

ター解析、過剰発現体・機能抑制体の作出と

観察等を行う。 

 

 

４．研究成果 

(1) VP16-GR 融合型 VND7 発現形質転換シ

ロイヌナズナ・BY-2 タバコ培養細胞の確立 

高頻度に二次細胞壁形成を誘導すること

ができる形質転換シロイヌナズナを得るこ

とができた。中でもライン 811-2 はグルココ

ルチコイド誘導体であるデキサメタゾン

（DEX）を与えることで、3 日以内に植物体

全体で二次細胞壁形成が起こり、植物自体は

同時におこる細胞死によって枯死する。この

形質転換体の解析により、DEX 添加によって、

二次細胞壁形成に関わる遺伝子群の発現誘

導と二次細胞壁特異的なヘミセルロース多

糖であるキシランの蓄積が起こることが示

された。また、約 90％の高頻度で二次細胞壁

形成を誘導できる形質転換 BY-2 タバコ培養

細胞を確立した。この培養細胞でもシロイヌ

ナズナと同様に二次細胞壁形成関連遺伝子

の発現誘導とキシランの蓄積などが起こる

ことを確認した。 

 (2) セルロース合成酵素複合体の精製 

 標識 TED6 タンパク質を過剰発現させた

形質転換シロイヌナズナを作出したが、標識

TED6 タンパク質の蓄積量が十分ではなかっ

た。TED6 タンパク質は二次細胞壁形成特異

的に発現することから、(1)の VP16-GR 融合

型 VND7 発現形質転換シロイヌナズナでの

標識 TED6 の過剰発現を行ったところ、複合

体精製に十分と思われる標識 TED6 タンパ

ク質の蓄積が見られた。そこで、この形質転

換シロイヌナズナを用いて、TED6 タンパク

質と特異的に結合するタンパク質の精製を

行った。さらに、精製したタンパク質画分の



質量分析を行ったところ、極めて多彩なタン

パク質が見出されたが、複数回の解析で共通

して同定されたタンパク質にチューブリン

とアクチンが含まれていた。セルロース合成

複合体が細胞骨格上を移動することが知ら

れており、TED6 タンパク質がセルロース合

成複合体と細胞骨格との結合に関与してい

る可能性を示している。 

(3) キシラン合成酵素複合体の精製 

 まず、蛍光標識キシロオリゴ糖を基質とし

た高感度のキシラン合成活性の測定法を確

立した。さらに、(1)の二次細胞壁形成を誘導

した形質転換 BY-2 タバコ培養細胞を材料と

して、細胞の破砕方法、ミクロソーム膜画分

の可溶化法、反応温度、基質濃度、などの最

適反応条件を見出した。また、キシラン合成

酵素活性を指標にしたタンパク質画分の素

抽出を行い、次いで、質量分析解析を試みた

が、構成因子の同定には至らなかった。 

(4) VND7 の機能制御機構の解析 

(1)の強制的に二次細胞壁形成を誘導でき

る形質転換シロイヌナズナの種子に対して

EMS 処理を行い、突然変異を誘発した。さ

らに、M2 世代の植物体に DEX 処理を行い、

二次細胞壁形成（と細胞死）が起こらなくな

った復帰突然変異体のスクリーニングを行

った。約 100 ラインもの一次候補が得られた

が、純化によって、最終的に 10 ライン程度

に絞り込むことができた。不思議なことに、

1 ラインのみが劣勢の突然変異であり、残り

は優勢変異であることが分かった。劣勢のラ

イン（2B-8）について詳細な解析を進め、植

物体が矮性を示すこと、道管の二次細胞壁形

成にも異常がみられること、二次細胞壁形成

関連遺伝子の発現が強く抑制されること、な

どが明らかになった。さらに、マッピングを

進めたが、F1 個体の表現型がはっきりしな

いなどの問題により、原因遺伝子座の特定に

は至らなかった。 

(5) 新規制御遺伝子候補の同定 

VND7 遺伝子や既知の細胞壁生合成酵素

遺伝子と共発現する遺伝子の探索と機能解

析を行ったところ、複数の AP2/ERF 遺伝子

が見出された。これらの発現解析と機能解析

を行ったところ、4 つの AP2/ERF 遺伝子が

一次細胞壁型のセルロース合成酵素の発現

を正に制御するという新規の知見が得られ

た。 
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