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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物の主要なプロテオグリカンであるアラビノガラクタンプロテイン
（AGP）の機能を解明することを目的に行なった。膜結合型および遊離型として存在するAGPを分画し、各AGPの
糖鎖構造を推定した。その結果、膜結合型AGPは遊離型AGPに比べてより複雑な側鎖構造を持つことが示唆され
た。さらに、植物を低温に曝した際にAGPの糖鎖に含まれるグルクロン酸残基が増加することがわかった。これ
は、AGPがもつ細胞外カルシウムキャパシターとしての働きと関連していると考えられる。これらの結果から、
これまで平均構造しかわかっていなかったAGPの局在部位特異的構造と、その環境応答性を明らかにすることが
できた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to elucidate the function of 
arabinogalactan protein (AGP), a major plant proteoglycan. AGPs present as plasma membrane-bound and
 free AGPs were fractionated and the glycan structures of each AGP were estimated. The results 
suggested that membrane-bound AGPs have more complex side chain structures than free AGPs. 
Furthermore, glucuronic acid residues in the AG glycan increased when plants were exposed to low 
temperatures. This may be related to AGP's function as an extracellular calciumu capacitor. These 
results revealed the cellular localization-specific structure of AG glycan and its environmental 
responsiveness, whereas only the average structure of AGP was previously known.

研究分野： 植物低温生理学

キーワード： 植物　凍結耐性　低温馴化　細胞壁　プロテオグリカン　アラビノガラクタンタンパク質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、AGPは糖鎖の構造的多様性や解析の困難さから、その機能や生物的意義は未解明な部分が多かった。
本研究により、新たにAGPには局在部位特異的な構造を持っていることが明らかになり、今後のAGPの研究に大き
く資する知見を提供できたと考える。また、AGPの糖鎖が温度変化に応答して変化することも明らかになり、植
物の持つ環境適応能力をより深く理解する上で、遺伝子やタンパク質のみならず、多糖や糖タンパク質など、よ
り複合的な性質を持つ生体分子にも着目する必要性を提案することができた。このことは、気候変動の進行に伴
って望まれる有用作物の、環境応答能力の向上にも資する基盤的知見であると考える。

※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 

固着性生物である植物は、周囲の環境の変化

に常に曝されているため、それらを鋭敏に感知

し、適切に応答していかなければならない。植

物にとってストレスとなる環境因子は、光、乾

燥、栄養、物理的圧迫、病原菌などが挙げられ

るが、中でも凍結ストレスは複雑な傷害機構を

伴うため、植物の生存を左右する重要な因子と

考えられる（図 1）。 

凍結温度に曝されると、植物細胞は低温によ

り活性酸素種の増加や膜脂質の不安定化などの

影響を受ける。また、細胞外に形成された氷晶

により、細胞は圧迫や脱水、高浸透圧ストレス

の影響を受ける。したがって、凍結は低温、脱

水、物理的圧迫、高浸透圧ストレスが複雑に組

み合わさった傷害機構であると言える（図 1）。以上の要因により、植物が凍結傷害を受けると、

細胞膜機能が最初に失われると考えられている（Steponkus, 1984）。 

しかし、温帯性植物は 4°C などの凍らない程度の低温を感知することにより、凍結耐性を上

昇させる機構を持つ（低温馴化）。この過程で、植物は糖や適合溶質の蓄積、細胞膜脂質の改変

などによって、凍結温度でも細胞膜を安定化させ、細胞外氷晶の形成抑制や植物体の凍結挙動を

制御することにより凍結耐性を獲得する(Steponkus, 1984)。 

一方で、細胞膜を覆っている細胞壁の構造や特性は、氷晶形成が細胞外で起きることから、植

物の凍結挙動にも直接影響すると考えられる (Panter et al., 2020)。そのため低温馴化過程

では、細胞壁の肥厚化や、細胞壁構成成分の一つであるペクチンの脱メチル化による架橋の増加、

ガラクトースやアラビノースなどの細胞壁構成糖の増減など、様々な変化が観察されている 

(Takahashi et al., 2019, 2022)。 

細胞壁自体の変化に加えて、応募者の先行研究においては、細胞膜表面や細胞壁中に存在する

様々な細胞壁関連タンパク質が、低温馴化に対して応答していることが明らかになっている 

(Takahashi et al., 2016)。しかし、これまでの研究は、タンパク質や多糖などの単一成分に着

目したものであり、細胞壁に多いとされるプロテオグリカ

ンのようなコアタンパク質に多糖類が結合した複合的成

分は見過ごされてきた。特に、植物の細胞膜や細胞壁に存

在する代表的なプロテオグリカンであるアラビノガラク

タンタンパク質（AGP）は細胞壁構造の制御や分化・生長な

どに関わっていると言われている (Ellis et al., 2010)。

したがって、AGPは低温馴化機構にも重要な働きをすると

考えられ、それらのタンパク質がどのように関わっている

のかを解明する必要がある。 
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図 1 植物の凍結傷害様式 

図 2 AGP の糖鎖構造 



AGP は L-アラビノース(L-Ara)、ガラクトース(Gal)、メチルグルクロン酸（MeGlcA）、L-フコー

ス（L-Fuc）などを主成分とする糖鎖がコアタンパク質のヒドロキシプロリン（Hyp）に複雑に結

合した構造を持つ（前ページ 図 2）。また、AGP の多くはコアタンパク質の C末端にグリコシル

ホスファチジルイノシトール（GPI）アンカーと呼ばれる糖脂質を持ち、この脂質を介して細胞

膜の外葉に結合している（膜結合型 AGP）。GPIアンカーは内在性のホスホリパーゼ活性によって

切断され、一部の AGP はこれによって細胞壁へ移行して機能していると考えられている（遊離型

AGP、図 3）。したがって、AGP に含まれる糖鎖とコアタンパク質に関して、細胞膜上と細胞壁中

では糖鎖やタンパク質組成が異なるのか、それらの違いが AGP のターゲティングに影響を及ぼ

すのかが明らかにされる必要があるが、糖鎖構造の多様さと複雑さ、コアタンパク質の多さ（シ

ロイヌナズナで 80 以上）を理由として、十分な解析が進んでいない。 

 

２．研究の目的 

そこで、本研究では AGP の詳細な構造や組成を明らかにし、植物 AGP が関与する未知の凍結適応

機構を解明することを目的とした。本研究の特徴は、細胞膜や細胞壁で AGP を分画することで、

細胞膜と細胞壁それぞれに局在している AGP の構造の相違性を明らかにする点である。これに

より、AGP が持つ細胞部位特異的な糖鎖構造を解明できるとともに、それらの低温馴化による応

答の詳細を明らかにすることができると考えた。 

 

３．研究の方法 

以上を踏まえて、本研究では以下の（1）〜（3）に取り組んだ。 

（1）細胞膜上と細胞壁中に存在する AGP の構造解析 

最初に、細胞膜および細胞壁における AGP の糖鎖およびコアタンパク質構造を網羅的に解析す

ることを試みた。ブロッコリースプラウトから未成熟 AGP を含むミクロソーム画分、膜結合型

AGP を含む細胞膜タンパク質画分および遊離型 AGP を含む可溶性タンパク質画分をそれぞれ抽

出し、陰イオン交換クロマトグラフィーにより AGP を精製した。その後、複数の AGP 糖鎖分解酵

素を用いて AGP 糖鎖を分解し、HPLC やガスクロマトグラフィーを用いて組成・構造解析を行っ

た。AG糖鎖に関しては解析結果の比較を細胞膜タンパク質画分と可溶性タンパク質画分で行い、

細胞膜上と細胞壁中に存在する AGP の糖鎖構造の相違と、局在性との関連性を明らかにした。当

初は、糖鎖を完全分解した上で質量分析によるコアタンパク質の同定と定量を試みたが、未分解

の糖残基が残存していたため、同定には至らなかった。 

 

（2）低温馴化過程での AGP の構造や量的変動の解析 

低温馴化過程での AGP の構造的・量的変化を明らかにするために、4°C で 1週間低温馴化させ

たシロイヌナズナを用い、（1）で行った解析を低温馴化前後で比較した。以上により、どのよう

な AGP の糖鎖構造が低温によって変化しているのかを明らかにした。また、今回見られた構造変

図 3 AGP の合成過程 



化に関わる酵素の遺伝子に着目し、その低温馴化過程での遺伝子発現変化を調べた。 

 

（3）AGP が植物の低温応答に影響を及ぼす影響の解析 

実際に AGP が低温馴化した植物の凍結耐性に影響を及ぼすかを検証するために、主要な AGP の

ファミリーであるファシクリン様 AGP（FLA）に着目した。シロイヌナズナゲノムがコードする

21 の FLA の遺伝子の低温馴化過程における発現変化を解析し、最も発現量が高く、かつ低温馴

化で増加する FLA8遺伝子を解析の対象とした。FLA8pro::GUS 形質転換体を用いて、FLA8 の詳細

な機能部位の特定を行なった。また、FLA8 を欠損させた変異体（fla8）における低温馴化前後

の凍結耐性や細胞壁の物性を評価した。以上を踏まえ、FLA8 の低温馴化機構と獲得凍結耐性に

対する関連性を明らかにした。 

 

４．研究成果 

（1）細胞膜上と細胞壁中に存在する AGP の構造解析 

本研究では、大量の植物体を必要とするた

め、市販のブロッコリースプラウトを用い

た。植物に破砕液を加えてすりつぶし、細胞

残渣を取り除いたのち、超遠心したあとの

上清を可溶性タンパク質画分とした。さら

に、水性二層分配法により細胞膜画分とミ

クロソーム画分を分離した。これら 3 つの

画分にはそれぞれ、遊離型 AGP、膜結合型

AGP、未成熟 AGP が含まれる。各画分の AGP

の主鎖を分解する酵素を入れたのち、遊離

した側鎖構造を HPLC で分離し、帰属したピ

ークを元に定量したものが図 4 である。結

果として、未成熟 AGP は 3つの AGP の中で

も最も側鎖の構造多様性が低く、一方で膜

結合型AGPはより長鎖で MeGlcAなどを含む

多様な側鎖構造を持っていることがわかっ

た。また、遊離型 AGP は膜結合型 AGP に比

べて一部の側鎖が分解される傾向にあっ

た。これは、AGP が遊離することによって、細胞外の AGP 分解酵素の影響を受けるためだと考え

られる。以上の解析により、AGP は局在部位により構造に多様性があることが明らかになった。 

 
（2）低温馴化過程での AGP の構造や量的変動の解析 

上記の研究手法を応用し、モデル植物シロイヌナズナの遊離型 AGP において、低温馴化過程での

AGP の糖鎖構造の変化を解析した。その結果、MeGlcAを含む側鎖構造が低温馴化で増加すること

がわかった（次ページ 図 5）。また、この結果を裏付ける様に、遊離型 AGP の MeGlcAを分解す

る酵素であるβグルクロニダーゼ（GUS）の遺伝子発現を調べたところ、低温馴化 1日目（CA1）

から 7 日目（CA7）にかけて、発現量が低下していることがわかった（次ページ 図 6）。近年、

AGPの糖鎖に含まれるMeGlcAが細胞外Ca2＋のキャパシターであることが提唱されている（Lopez-

Fernandez et al., 2020）。Ca2＋は低温馴化過程におけるセカンドメッセンジャーなどとして重

図 4 AGP の側鎖構造比較 



要な働きを持つことが示唆されていることから、AGP の側鎖における MeGlcAの増加は Ca2＋の機

能と連動して、低温応答の鍵となっている可能性が考えられる。現在は、低温馴化過程における

AGP のより詳細な構造変化を明らかにし、本研究で得られた成果をより強固なものとするため、

（1）の研究とも合わせて GC-MS を用いた糖鎖結合解析を行っている。 

 

（3）AGP が植物の低温応答に影響を及ぼす影響の解析 

シロイヌナズナの持つ21の FLA遺伝子の遺伝子発現

を解析したところ、FLA8 が最も発現量が高く、かつ

低温馴化で増加することがわかった（図 7）。そこで、

FLA8pro::GUS 形質転換体を用いて FLA8 遺伝子の組

織特異的な発現を調べたところ、低温馴化 3 日目に

かけて本葉、胚軸、根の維管束組織で発現が誘導さ

れることがわかった（図 8）。さらに、FLA8遺伝子の

欠損が凍結耐性に影響を及ぼすか調べるために、電

解質漏出法を用いて野生型と fla8 欠損変異体の凍

結耐性を評価した。しかし、野生型と fla8 において

明確な凍結耐性の違いは見られなかった。一方、引

張試験機を用いて細胞壁物性を定量したところ、野

生型と fla8 欠損変異体に FLA8-GFP を導入した補完

ラインは低温馴化により伸展性が低下した一方で、fla8 はその変化が見られなかった（図 9）。

このことから、FLA8 は低温馴化過程における物性の変化に関与することが明らかになった。今

後はその生理的意義を明らかにしていく予定である。 

図 5 低温馴化による AG 糖鎖の変化 図 6 低温馴化による GUS遺伝子の発現変化 

図 7 低温馴化による FLA遺伝子の
割合の変化 

図 9 fla8 の細胞壁物性変化 図 8 FLA8 の組織特異的発現の観察 
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