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研究成果の概要（和文）：植物バイオマスの効率的変換に有用な細胞壁分解酵素の遺伝子資源を，宿主の細胞壁を分解
し，自身の器官を侵入させることの出来る寄生植物に求めた．ヤセウツボの RNAseq 解析により得られた配列情報をも
とに，細胞壁多糖の分解に関わると想定される β-グルコシダーゼ様の酵素遺伝子の情報を取得し，このクローニング
を行った．大腸菌で発現させた酵素はヤセウツボの種子の細胞壁多糖を基質とし，反応産物としてマンノースが得られ
たことから，細胞壁多糖を分解するエキソ型の β-マンノシダーゼであることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Enzymes which can degrade cell-wall polysaccharides of plants are useful for effec
tive conversion of plant biomass. In this project, we focused on a parasitic plant, Orobanche minor, which
 can degrade the cell-wall of roots of their host plants. From RNAseq data, a beta-glucosidase homologous 
gene was obtained. The enzyme expressed in E. coli showed beta-mannosidase activity when cell-wall polysac
charides from O. minor seeds were used as a substrate. This is the first report that indicates beta-mannos
idase from plants showed activity toward plant cell-wall components. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 植物バイオマスの効率的な変換には，難分
解性の細胞壁を微生物に利用されやすい形
に変換する必要がある．これまで，細胞壁を
効率的に分解可能な酵素の遺伝子資源とし
て主に白色腐朽菌が注目されてきた．本研究
課題では，植物の細胞壁分解酵素の新たな遺
伝子資源として寄生植物に着目した．寄生植
物は，宿主植物の細胞壁を分解し，吸器と呼
ばれる特殊な器官を宿主に侵入させること
によって自身の維管束を宿主のものに接続
する能力を有することから，効率のよい細胞
壁分解系を有すると考えられた． 
 
２．研究の目的 
 
 寄生植物の細胞壁に関わる遺伝子群の取
得，ならびに，これらの遺伝子がコードする
酵素の機能解析を行うことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
 国内で入手および栽培が可能な帰化植物
であるヤセウツボ（Orobanche minor）を実
験材料として用いた．各生育段階まで育成し
たヤセウツボより全 RNA を抽出し，次世代
シーケンサーによりトランスクリプトーム
解析を行った．発芽〜寄生過程で発現量の多
い糖質加水分解酵素について常法によって
クローニングを行った．取得した酵素につい
て，細胞内局在ならびに基質特異性の解析を
行った． 
 
４．研究成果 
 
 RNAseq の結果，発芽時に高発現している
β-グルコシダーゼ様酵素遺伝子の存在が明
らかとなった．この遺伝子の全長 ORF 配列
を取得し，in silico 解析を行ったところ，
この酵素は細胞壁に輸送されるβ-マンノシ
ダーゼである可能性が示唆された．そこで，
蛍光タンパク質との融合タンパク質として
タバコ BY-2 細胞やタマネギ表皮細胞で一
過性に発現させたところ，この酵素が N 末
端側のシグナルによって細胞壁に輸送され
ることが明らかとなった（図 1）．この遺伝子

を大腸菌にて異種発現させたところ，至適 
pH は 5 であることがわかり，この酵素が細
胞壁で機能することとの整合性が確認出来
た．各種モデル配糖体を用いた基質特異性の
解析によって，この酵素がβ-マンノシド結
合の加水分解を特異的に触媒することが示
された（図 2）．さらに，植物内での基質を特

定するためにヤセウツボおよび宿主のムラ
サキツメクサの根より細胞壁多糖を調製し，
これを基質として用いたところ，ヤセウツボ
の種子由来の細胞壁多糖を基質とした場合
に，生成物としてマンノースが検出されたこ
とから，この酵素が種子の細胞壁多糖のエキ
ソ型β-マンノシダーゼであることが示唆さ
れた（図 3）．これは植物由来のβ-マンノシ
ダーゼが細胞壁を分解することを直接的に
示した最初の報告例である． 

 

図 2. β-マンノシダーゼの基質特異性，至適温

度ならびに至適 pH の解析結果． 

図 1. β-マンノシダーゼ (OmBMAN) のタバ

コ BY-2 細胞での細胞壁への局在． 

図 3. β-マンノシダーゼによるヤセウツボの発

芽種子より調製した細胞壁多糖の生成物（2 段

目）．6.3 分に現れるピークがマンノースを示

す．1 段目はマンノースおよびグルコース（6.5 

分付近のピーク）の標準物質，3 段目は熱失活

させたβ-マンノシダーゼを用いたネガティブ

コントロール．4 段目は細胞壁多糖を塩酸で完

全加水分解させた反応物． 



さらに，この酵素のオルソログが植物の発芽
に与える影響についても解析を行った．シロ
イヌナズナの相同遺伝子であるβ-グルコシ
ダーゼ 44（図 4.BGLU44）の欠損変異体株に
ついて，発芽の時間経過および発芽率を調べ
たところ，発芽時間の遅延，ならびに，発芽
率の低下が確認された（図 5）．以上の結果か
ら，このβ-マンノシダーゼは植物の発芽に
なんらかの重要な役割を果たしていること
も示唆された． 

 
 以上の結果より，ヤセウツボを遺伝子資源
として細胞壁の分解に関わる新規酵素の取
得に成功し，さらに，この酵素が植物の発芽
に重要な役割を果たしていることを明らか
にした． 
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図 4. 植物のβ-マンノシダーゼの分子系統樹．

取得した配列はシロイヌナズナのβ- グルコシ

ダーゼ 43, 44 と高い配列同一性を持つ． 

図 5. シロイヌナズナのβ-グルコシダーゼ 44 

欠損変異体株（赤）は野生型株（青）に比べ，

発芽の遅延ならびに発芽率が低下する． 
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