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研究成果の概要（和文）：カタユウレイボヤのセルロース合成酵素に対する抗体を作成し、アフ

ィニティ精製と吸収処理を行うことにより、ウエスタンブロッティングにおける非特異的なバ

ンドを減ずることに成功した。その結果、フレンチプレスを用いて破砕した胚から超遠心分離

により調製した膜画分に、セルロース合成酵素分子が局在することが明らかとなった。今後、

セルロース合成タンパク複合体を単離・精製する上で不可欠な技術を確立した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We report a western blotting system to assess cellulose-synthesizing 
membrane protein complexes in the ascidian Ciona intestinalis. Rabbit polyclonal 
antibodies were raised against several synthetic peptides corresponding to the parts of 
Ci-CesA, which is the cellulose synthase of C. intestinalis. After purifications with affinity 
columns using the peptides and an adsorption with Ciona acetone powder, either 
non-specific reactivity or cross-reactivity was reduced so that the single band was obtained 
with the estimated molecular mass of Ci-CesA, only in microsome preparations. For sample 
preparations, French-press worked fine for Ciona embryos.  
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１．研究開始当初の背景 
セルロースは地球上に最も豊富に存在する
生物資源であり、その有効利用は社会的に重
要な課題である。例えば、社会の持続的な発

展を目指して、米国エネルギー省が取り組む
バイオ燃料計画において、セルロースは化石
資源に代わる最有力候補と位置づけられて
いる。同計画における長期的な狙いのひとつ
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に「遺伝子操作によるセルロース資源の設計
と利用」が挙げられる。従来、天然セルロー
スを如何に効率よく利用するかを追求する
立場から、効率よく利用するためのセルロー
ス資源をあらかじめ設計して生産する立場
への転換を図ろうとするものである。しかし、
現状は生合成に関わる分子の同定もままな
らず、生合成経路は不明である。このように
セルロース生合成研究は、社会に貢献する可
能性を秘めつつも、その進展にブレークスル
ーを必要としており、中心的課題は生合成に
関わる分子を同定することであった。 
 
従来、電子顕微鏡を用いた観察によって、細
胞膜上の膜タンパク複合体（ターミナル・コ
ンプレックス〔以下、TC〕）がセルロース合
成の場であることは、共通の見解として受け
入れられている。しかしながら、TC がいか
なる分子によって構成され、それらの分子の
どのような働きによってセルロースが合成
されているかは不明な点が多い。唯一、植物
モデルにおける変異体の解析を通じて発見
され、セルロース合成酵素（CesA）と名づけ
られた、糖転移酵素ファミリー２に属する分
子が TCに局在することが免疫電顕法により
示されていた。 
 
CesA 分子は植物・細菌・粘菌などセルロー
スを合成する生物において共通して保存さ
れていることから、セルロース合成に不可欠
な分子であろうと考えられていた。しかし、
CesA の立体構造や TC における役割、共同
する分子の有無など、セルロース合成におけ
る具体的な作用機構は推測の域を出ない。申
請者はセルロースを合成する唯一の動物グ
ループである被嚢（ひのう）動物の一員であ
るカタユウレイボヤの実験動物としての優
位性に着目し、カタユウレイボヤ CesA遺伝
子の単離、生体内における同遺伝子の働きを
評価する系の構築に取り組み、セルロース合
成に中心的な役割を果たしていることを明
らかにしていた。しかし、他の生物同様に、
カタユウレイボヤ CesAのセルロース生合成
における具体的な作用機構は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、カタユウレイボヤの TCを
単離・精製して、TC を構成するタンパク分
子を同定することである。TC の分子的実体
を明らかにし、それぞれの分子について推定
される役割りを総合することによって、生合
成分子機構を理解する糸口をつかむことを
狙いとした。 
 
 
３．研究の方法 

従来、主に植物細胞を対象として、試験管内
におけるセルロース生合成活性を指標に TC
を精製する試みがなされてきたが、β1,3グ
ルカンやヘミセルロースなどの多糖が主た
る産物として得られることや、精製に伴って
生合成活性が低下することから、TCの単
離・精製は困難であった。そこで、本研究で
は、ヘミセルロースを合成しないホヤを研究
対象とすることにより、生合成活性測定時に
セルロース以外の産物の生成を避けること
を試みた。次いで、TCに局在することが判
明している唯一の分子である CesAに着目し、
抗 CesA抗体を用いて TCの局在を評価する
ことにより、生合成活性を指標としない TC
の精製を試みた。 
 
 
４．研究成果 
研究対象には胚の準備が比較的容易で、扱い
に習熟しているカタユウレイボヤを用いた。
解剖して集めた卵を媒精し、発生中の胚を集
め、フレンチプレス法あるいは超音波法によ
り破砕し、超遠心分離により、細胞膜が含ま
れる画分を調製した。植物および酢酸菌にお
けるプロトコルを参考にして試験管内生合
成実験を行った。多量の沈殿物が得られたが、
アルカリを用いた精製ののち、透過型電子顕
微鏡により観察を行ったところ、セルロース
に特徴的な直鎖状構造は主生成物ではなか
った。直鎖状の構造については、構造解析を
行うに十分なほどに収量をあげることがで
きなかった。カタユウレイボヤについては、
植物や酢酸菌と比較して、生試料から得られ
る膜画分の収率が低い傾向が認められ、それ
が本課題の遂行を困難なものにした。加えて、
カタユウレイボヤ胚の発生に季節性が存在
することから、発生のよい時期に試料を大量
に調製して冷凍保存する工夫が必要である
と考えている。以上のことから、試験管内に
おける生合成活性を指標にして TCを単離・
精製するのは、少なくとも現時点においては
不利な点が多いと判断し、抗 CesA 抗体を用
いて TCの局在を評価する試みを推し進めた。 
 
抗 CesA 抗体は都合 8 つのペプチドをウサギ
に免疫して、それぞれのペプチドに対するポ
リクローナル抗体を作成したが、すべての場
合において非特異的なバンドが複数検出さ
れ、実験結果の解釈が困難であった。そこで、
免疫に用いたペプチドを用いてアフィニテ
ィカラム精製を行い、加えて、ホヤ胚から作
成したアセトンパウダーによる吸収処理を
行うことで、２つの抗体において、モノマー
の予想分子量に単一のシグナルを得ること
に成功した。この際、二次抗体の製品間差が
大きく、また化学発光基質の違いから生じる
シグナルノイズ比の差も大きいため、２０以



上の組み合わせを試し、最も安定してシグナ
ルが得られる条件を設定した。 
 
CesA の局在を評価する系が定まったので、次
いで、試料の調製法の検討を行った。様々な
発生ステージにおいて、フレンチプレスある
いは超音波破砕の諸条件を検討した。その結
果、尾芽胚期においてフレンチプレス法を用
いることが最も効率がよいことが明らかと
なった。先に、試料の冷凍保存に必要性につ
いて触れたが、超遠心分離してペレット化し
た膜画分を液体窒素で瞬間凍結し、‐80℃保
存した場合、少なくとも 3ヶ月は上述のウエ
スタンブロッティング系にて評価すること
が可能であった。 
 
上述の方法で調製した膜画分から、各種界面
活性剤を用いて、TC 可溶化作業に取り組んだ
が、現在のところ可溶化画分に生合成活性お
よび CesA 局在シグナルは得られていない。
そこで、少なくとも植物において TCの局在
が示され、かつ TCのセルロース生合成活性
が維持されるために重要な単位であること
が示されつつある微小膜環境である“脂質ラ
フト”（Bessueille et al., 2009. Biochem J 
420: 93-103.）に着目し、ホヤの脂質ラフト
を調製し、脂質ラフトごと TCを単離・精製
する試みを進めているところである。 
 
本研究課題を遂行するにあたり、最も時間と
労力を費やした過程は、抗 CesA抗体を用い
て CesAの局在を評価するウエスタンブロッ
ト系を確立したことであり、同評価系は今後
ホヤのセルロース合成複合体の構成分子の
同定に向けた TC精製作業を推進する上で、
TC の可溶化あるいは脂質ラフトの単離の何
れのアプローチにおいても基盤となる技術
であると考えている。 
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