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研究成果の概要（和文）：二次壁におけるキシログルカンは、ポプラあて材G層に存在するが、キシログルカンが普遍
的に二次壁S1層～S3層に存在するのか、機能を含めて不明である。木部繊維内腔表面を免疫染色し、観察した結果、野
生株ではセルロースミクロフィブリルに沿ってキシログルカンの蛍光標識が観察されたが、キシログルカナーゼ発現組
換えポプラでは極く低いレベルの標識しか認められず、キシログルカンが二次壁に存在することが示された。また、組
換えポプラ幹の弾性率は低くなり、キシログルカンが木部の力学的強度に関わることが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：Xyloglucan is known to occur highly in the G-layers of poplar stems, where 
tensile stress can be generated to bend upward stems against gravitropical and mechanical stimuli. In 
this study, we attempted to expand the understanding of the roles of xyloglucan in xylem. We used 
two-year-old stems of transgenic poplars overexpressing xyloglucanase that were grown in screened 
housing. In the wild-type xylem, a small amount of xyloglucan was detected in the S2 and S3 layers of the 
secondary wall, in addition to the large amount in the primary wall due to the immunolabeling with the 
CCRC-M1 monoclonal antibody, but none was detected in the transgenic poplars. Static loading tests on the 
transgenic stems revealed a significant reduction in the Young’s modulus and bending strength compared 
with the wild-type stems. We have concluded that the distinguishing character of xyloglucan should have 
structural roles in xylem.
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１．研究開始当初の背景 

キシログルカンは、成長する植物の細胞壁

（一次壁）に多く存在し、セルロースミクロ

フィブリルに水素結合で結びつき、ミクロフ

ィブリルどうしを架橋している。 

成長している細胞の伸長と肥大は、キシロ

グルカン糖鎖の分解またはつなぎ換えによ

って生じる。キシログルカンが植物細胞の伸

長・肥大時期においてミクロフィブリル間の

「ゆるみ」を制御し、それ故に一次壁の重要

なヘミセルロースであることは多くの研究

者の一致するところである。 

 二次壁におけるキシログルカンについて

は、ポプラあて材 G 層にキシログルカンが少

量 で あ る が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た

（Nishikubo et al.(2007) Plant Cell Physiol; 

Baba et al.(2009) Mol Plant）。また、プロテオ

ミクス解析からも、キシログルカンを基質と

してつなぎ換え反応を触媒する XET（キシロ

グルカンエンドトランスグルコシラーゼ）が

G 層中に存在することも示された（Kaku et 

al.(2009) J Wood Sci）。しかしながら、キシロ

グルカンが普遍的に二次壁 S1 層～S3 層に存

在するのか、すなわち二次壁形成中に生合成

されているのか、あるいは、一次壁由来のキ

シログルカンが XET のつなぎ換え反応によ

って結果的に二次壁や G 層に存在するのか、

キシログルカンの機能を含めて、不明である。 

 

２．研究の目的 

キシログルカンが二次壁に存在すること

を明らかにする。 

キシログルカンの二次壁における機能を

明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)木部繊維細胞内腔表面におけるキシロ

グルカンの免疫染色 

キシログルカンの存在は、キシログルカン

を特異的に認識する抗体(CCRC-M1, LM15)を

用いて間接蛍光免疫染色により、木部繊維細

胞内腔表面の S2, S3 層のキシログルカン標

識を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

 

(2)ポプラ幹の力学的強度の解析 

細胞壁ヤング率の測定は、曲げ試験法によ

って、減衰定数は、自由振動法によって行っ

た。 

曲げ試験法：一定の力 Fで荷重をかけ、幹

が下方にたわむ変位を測定し、ヤング率を算

出する。 

 

 

 

 

 

 

 

自由振動法：幹の先端を水平に手で引っ張

り離すと幹は固有振動数で振動する。この振

動をビデオで撮影し、３０分の１秒、１フレ

ームとして変位（振幅）をイメージから計測

する。この振幅の減衰から減衰定数を求める。 

 



(3)糖鎖の解析 

木部を粉砕し、木粉から 4% KOH（4% KOH 溶

出糖鎖画分）、続いて、24% KOH（セルロース

間の水素結合が解離するアルカリ）で抽出

（24% KOH 溶出糖鎖画分）し、これらを

DEAE-Sephadex A-25 陰イオン交換クロマト

グラフィー、セルロースカラムに供した。 

固形水酸化ナトリウム法によりメチル化

分析を行い、キシログルカンに特異的な糖鎖

の結合(4,6-glucose)の相対値からキシログ

ルカン量を測定した。 

 

４．研究成果 

(1)キシログルカンは、一次細胞壁のみな

らず、二次細胞壁にも普遍的に存在する。 

木部繊維細胞の内腔表面を免疫染色し、共

焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、野生

株の繊維細胞の内腔表面には S2、S3 層のセ

ルロースミクロフィブリルに沿ってキシロ 

グルカンの蛍光標識が観察された。一方、キ

シログルカナーゼ発現組換えポプラ（キシロ

グルカンが分解されたポプラ、以降、組換え

ポプラと表示する）では極く低いレベルの標

識しか認められなかった。この結果から、キ

シログルカンは、二次壁に存在することが示

された（海田るみ他、日本木材学会 2011 で

発表）。 

 

(2)キシログルカンが木部の強度、および揺

れに寄与する。 

日立の林木育種センターの組換え体網室

で生育させた２年生の組換えポプラの幹の

力学的特性を野生株と比較した。 

 

三点荷重方式により主幹基部に荷重をか

けて調べたところ、組換えポプラのヤング率、

及び曲げ強度が野生株に比較して減少した。

すなわち、組換えポプラの幹はキシログルカ

ンが減少したことにより、しなりやすくなる

ことが示された。 

また、幹の基部を固定し、幹の上部先端を

手で引っ張ると、幹は固有振動数に従って揺

れる。この振動の減衰率を調べたところ、組

換えポプラの減衰定数は小さく、振動数も小

さくなった。すなわち、組換えポプラは、揺

れが長く続き、静止しにくくなった。キシロ

グルカンが木部の力学的強度に関わること

が明らかにされた(海田るみ他、日本木材学

会 2012 で発表)。 

 

(3) 木部ヘミセルロースの糖鎖結合構造 

木部マトリックス糖鎖のうちキシログル

カンの含量は数パーセントと僅かである。こ

の僅かにしか存在しない糖鎖が木部の強度

に関わる理由として、キシログルカンが木部

のメジャー糖鎖成分であるキシランやグル

コマンナンなどと結合していることが推測

される。このことを調べるために、木部から

4% KOH、続いて 24% KOH によりヘミセルロー

スを抽出してそれぞれの糖鎖解析を行った。

メチル化分析の結果から、4% KOH 溶出糖鎖

画分にはキシログルカンがほとんど検出さ

れなかったので、24% KOH 溶出糖鎖画分（セ

ルロース間の水素結合が解離するアルカリ）

に焦点を当てた。 

24% KOH溶出糖鎖をDEAE-Sephadex A-25 陰

イオン交換クロマトグラフィーに供し、リン

酸バッファー、続いて塩化ナトリウムの順に

溶出し、中性糖画分、及び酸性糖画分を得た。

これらの画分のメチル化分析を行った結果、

野生株組換えポプラ木部には、中性糖ヘミセ

ルロース中にキシログルカンが0.8% 、酸性糖

ヘミセルロースには0.2% 存在することが示



された。組換えポプラにおいてはキシログル

カンが検出されなかった（International 

Symposium on Wood Science and Technology 

2015 で発表）。 

前述の野生株、及び組換えポプラ木部から

24% KOH で溶出したヘミセルロースを陰イオ

ン交換クロマトグラフィー、DEAE にかけて得

られた中性糖、及び酸性糖について、次に、

これをセルロースカラムにかけ、セルロース

と結合するヘミセルロースを分離した。 

メチル化分析を行った結果、セルロースと

結合しないマトリックス多糖は、中性糖では

グルクロノキシラン、酸性糖においては、グ

ルクロノキシランとホモガラクチュロナン

RG-I であった。一方、セルロースと結合した

マトリックス多糖は、グルクロノキシラン、

グルコマンナン、およびキシログルカンであ

った。 

メチル化分析の糖鎖結合様式に関して、野

生型ポプラと組換え株の間で明確な違いが

認められなかったが、キシログルカンがキシ

ラン、あるいは、グルコマンナンと結合して

いる可能性が示唆された。以前に Fry らによ

ってキシログルカンがウロン酸と共有結合

していると報告されており、今回のカラムク

ロマトグラフィーによって分離された糖鎖

結合の結果から、キシログルカンが結合して

いるウロン酸は、グルコマンナンのグルクロ

ン酸、もしくはキシランのグルクロン酸であ

ると推測され、キシログルカンとペクチンと

共有結合することを示す結果は得られなか

った。 
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