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研究成果の概要（和文）：申請者らが同定に成功した生理活性をもつ糖鎖AMORを突破口に、情報分子としての糖
鎖が、植物細胞間コミュニケーションでどのような重要性をもち、いかにして情報伝達を担うのかを明らかにす
ることを目指した。AMORの新たな機能の探索や、AMORの受容メカニズムの解析を進めるために、有機化学合成に
よりAMORを改変することに成功した。これをもとに、AMOR構造（メチルグルクロノシルガラクトース）を特異的
に認識するモノクローナル抗体を樹立した。また、多量体AMORを作製し、1分子あたりの高い活性を確認でき
た。AMOR合成系や受容体候補の遺伝子について解析を進めるためにウリクサの有用性が期待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the importance of AMOR as an signaling 
molecule in plant cell-to-cell communication and how it is used for signal transduction, using the 
biologically active sugar chain AMOR. In order to explore the new functions of AMOR and to analyze 
the mechanism of AMOR reception, we succeeded in modifying AMOR by organic chemical synthesis. Based
 on this, we established monoclonal antibodies that specifically recognize the AMOR structure 
(methylglucuronosylgalactose). In addition, multimeric AMOR molecules were produced and high 
activity per molecule was confirmed; it is expected that Torenia crustacea will be useful for 
further analysis of the AMOR synthesis system and candidate receptor genes in combination of 
developed molecular tools.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 糖鎖　植物　細胞間シグナリング　受容体　有機化学合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AMORは特定の生理活性を有する植物糖鎖構造として初めて同定された。有機化学合成により植物糖鎖の研究を進
めている研究グループは国内外になく、本研究は目的においてもアプローチにおいても、極めて先導的な取組み
となった。AMOR構造であるメチルグルクロノシルガラクトースを特異的に認識するモノクローナル抗体や、多量
体AMORの作製にも初めて成功した。トレニアで見いだされたトレニアのAMOR生合成系や受容体等の候補遺伝子群
について、トレニア属ウリクサにおける進展も期待される。植物生殖の研究においても、植物糖鎖シグナリング
の研究においても、新たな研究の潮流を生み出す研究として大きな意義がある。

※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 
本研究の発端は、我々が植物の生殖において、動物の受精能獲得に似た現象が存在するこ

とを発見したことにさかのぼる。動物の精子がメスの生殖器官内を移動するあいだに受精
能を獲得するように、花粉管が雌しべの中を伸長するあいだに、卵組織からの誘引シグナル
に応答できるようになることが明らかとなった。そして、卵組織を包む「胚珠（はいしゅ）」
という受精前の種子組織の培養液に、花粉管を活性化する因子が含まれることを見出した。
我々はこの因子を Activation Molecule for Response-capability から、AMOR（ギリシャ語
でキューピッドの意味）と命名し、13 年間に渡ってその分子実体の同定を目指してきた。
その結果、AMOR は胚珠やその近傍の組織に多く存在するアラビノガラクタン（AG）糖鎖
であることを発見した。 

AG 糖鎖は、アラビノガラクタンタンパク質（Arabinogalactan proteins; AGPs）と呼ば
れる糖含量 90％以上のペプチドグリカンの糖鎖として産生される。ガラクトースを主鎖・
側鎖の主成分とする糖鎖である。AG 糖鎖は、全身の細胞壁に存在するものの、その組成や
末端修飾は組織や細胞によって大きく異なることが、主にモノクローナル抗体を用いて示
されてきた。AGPs が細胞間シグナリングに関わることはいくつかの AGPs で示されてき
たが、「AG 糖鎖の機能」は長らく明らかではなかった。AG 糖鎖の生合成系の解明は進展し
ているが、特定の生理活性を有する植物糖鎖およびその構造の同定に成功した研究グルー
プや、合成糖を用いて植物糖鎖の研究を進めている研究グループも国内外に他になかった。 
 
２．研究の目的 
植物という多細胞体の維持において、糖鎖は情報分子としてどのような役割を果たすの

か。本研究の目的は、申請者が初めて同定に成功した生理活性をもつ糖鎖 AMOR を突破口
に、情報分子としての糖鎖が、植物細胞間コミュニケーションでどのような重要性をもち、
いかにして情報伝達を担うのかを明らかにすることである。AMOR は植物の受精過程で、
雌しべから花粉管に作用し、花粉管に生殖能を与えるという興味深い分子である。驚いたこ
とに、複雑な糖鎖である AMOR の活性には、末端のメチルグルクロン酸＋ガラクトースと
いう、たった 2 糖の構造が必要かつ十分であった。化学合成した 2 糖（メチルグルクロノ
シルガラクトース）が、合成 AMOR として活性を示した。そこで AMOR の構造活性相関
をもとに、化学合成により AMOR の分子構造を改変する。これにより、これまで世界的に
得られたことのない AMOR2 糖構造を認識するモノクローナル抗体の作製、AMOR のパー
トナー分子同定や可視化を目指す。また、AMOR 生合成系の変異体や合成糖を用いて、
AMOR の新しい機能を探索する。これらにより植物糖鎖シグナリングを解明する。 
 
３．研究の方法 
 AMOR 活性を担う 2 糖構造は、トレニアの雌しべに限らず、広く様々な植物、そして様々
な器官の AG 糖鎖に見られる末端構造である。しかし、雌しべの中でもその分布は一様では
ないことが示唆されているように、特定の発生ステージや、植物体の特定の位置で、様々な
細胞間コミュニケーションを担っている可能性がある。糖鎖構造の分布は、糖鎖の生合成系
の酵素の組織特異的な発現が担っていると考えられる。そこで本研究では、以下の 2つのア
プローチから、植物糖鎖シグナリングの解明を目指す。 
 
(1) AMOR の新たな機能の探索 
AMOR 生合成系について、シロイヌナズナおよびトレニアで、遺伝子候補をリスト化し、

ゲノム編集技術も用いてグルクロン酸転移酵素およびメチル基転移酵素の変異体を確立す
る。一方で有機化学合成により AMOR の構造を改変し、モノクローナル抗体作製のための抗
原を準備する。AMOR 活性は末端のメチル基の有無により 1000 倍程度変化するため、このメ
チル基の有無を判別できるモノクローナル抗体の作製を目指す。作製したモノクローナル
抗体を用いた免疫染色の条件を確立し、植物体の組織中での AMOR 構造の分布を明らかにす
るとともに、上記変異体での変化を明らかにすることを目指す。変異体において栄養成長期
や生殖成長期においてどのような表現型が見られるか、またそれらが化学合成した AMOR を
与えた時に 2糖構造特異的に回復するかどうか、明らかにすることを目指す。 
 
(2) AMOR の受容メカニズムの解析 
AMOR が発見されたトレニアの AMOR アッセイ系を用いて、花粉管における AMOR の受容メ

カニズムを探る。トレニア近縁種においても AMOR が生理活性を持つか調べる。有機化学合
成により AMOR を改変し、高活性な AMOR 分子の設計、可視化や相互作用分子の探索を進め
ることで、AMOR の受容メカニズムを明らかにすることを目指す。受容体候補と考えられる
遺伝子をゲノム解析およびトランスクリプトーム解析からリスト化し、ゲノム編集により
ノックアウトラインを得て、その表現型解析を進める。 
 



４．研究成果 
(1) AMOR の生合成系の解析 
 シロイヌナズナのグルクロン酸転移酵素の変異体の解析を進めたところ、用いた変異体
では表現型が安定せず明確ではなかった。トレニアの受精過程における解析の重要性及び
AMOR の糖鎖末端構造の分布や量を簡便に調べるためのモノクローナル抗体の重要性があら
ためて示唆された（Su and Higashiyama, 2018）。トレニアのゲノム解析から、シロイヌナ
ズナのグルクロン酸転移酵素のホモログとして 5 遺伝子を見出した。またシロイヌナズナ
のメチル基転移酵素のホモログとして 3 遺伝子を見出した。トレニアでのゲノム編集によ
る遺伝子破壊を進めた。 
 
(2) AMOR 受容体候補の探索 
トレニアのゲノムデータおよび花粉管トランスクリプトームデータをもとに、一回膜貫

通型の受容体キナーゼをリスト化し、このうちレクチンドメインを持ち花粉管特異的発現
を示すものなど、ゲノム編集による遺伝子破壊を進めた。 
 
(3) AMOR の有機化学合成による改変 
AMOR の構造活性相関をもとに、研究協力者である理化学研究所の萩原伸也博士及び草野

修平博士の協力のもと、閉環構造を保ったままの AMOR2 糖のガラクトースに、リンカーとし
てポリエチレングリコールを付加した。モノクローナル抗体作製のためには、キャリアタン
パク質（KLH、BSA）1分子に対してクリック反応により AMOR を 10 分子程度付加した。また、
リンカー同士を結合することで多量体（2量体、3量体、4量体）の AMOR も作製した。 
 
(4) モノクローナル抗体の作製 

上記 2種の抗原に対し、モノクローナル抗体の作製を進めた。AMOR 活性を大きく向上さ
せる末端のメチル基の有無を認識する抗体を産生するハイブリドーマを選抜するために、
メチル基を持たない分子についても抗原同様に作製した。その結果、AMOR2 糖（メチル基あ
り）を特異的に認識するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ 6 株を樹立するこ
とに成功した。これまでの海外での大規模な取組みでもメチル基の有無を認識する抗体は
存在しなかったことから、メチル基の有無を作り分けながら抗原を調製した有機化学合成
の技術や、国内の GANP マウスの技術により達成できたと考えられる。6 種類のハイブリド
ーマから得られた抗体の力価はそれぞれ異なる。ハイブリドーマは全て IBBP で保管してい
る。また、免疫染色の条件を検討し、トレニア胚珠でシグナルが得られることを確認した。
シロイヌナズナのグルクロン酸転移酵素及びメチル基転移酵素の変異体や、それたのトレ
ニアでのホモログの変異体でシグナルがどのように変化するか、さらに解析を進めている。 
 
(5)多量体 AMOR を用いた解析 
 天然の AMOR は 2 糖の AMOR よりも活性が高いことが示唆されている。その理由の一つに
考えられるのが、アラビノガラクタン糖鎖は一般に枝分かれするため、一つの分子に多数の
メチルグルクロノシルガラクトース末端が存在する可能性が考えられる。多量体 AMOR は
これを模倣した構造と期待されるため、活性を調べた。その結果、多量体 AMOR は溶液中
の AMOR の分子数に応じた活性を示したが、1分子あたりでの活性は高まり、4 量体 AMOR
では 3.4 nM で十分な活性が得られることが明らかとなった。花粉管誘引を定量的に調べる
マイクロ流体デバイスも複数開発できたことで、花粉管の LURE 応答能獲得に関する研究
の発展が期待される（Yanagisawa et al., 2021）。 
 
(6) 遺伝学への利用が期待されるトレニア属ウリクサのモデル化 
トレニアにおける AMOR 合成系や受容体候補の解析においては、他殖性であるトレニア

の自家受粉による弱勢や、遺伝子導入の際の培養変異が見られ、解析が容易ではなかった。
ゲノム編集により得た変異体については、現在野生型に戻し交雑し、培養変異などを除いて
いる。そこで最近トレニア属に編入されたウリクサに注目した。ウリクサは自殖性であり、
小型で、花期は長く世代は短いといった特徴がある。ウリクサでも合成 2 糖の AMOR によ
り花粉管が受精能を得ることを確認した。さまざまな整備を進めており、今後分子遺伝学も
駆使した AMOR の解析に貢献することが期待される。 
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