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研究成果の概要（和文）： 機能不明の糖ヌクレオチド合成酵素、KONJAC（KJC）1、2の GDP-糖

合成における役割を解析した。シロイヌナズナの kjc1変異体では、細胞壁グルコマンナン量が

野生型植物の 50％に減少した。大腸菌で作成した組換え KJCタンパク質は、それ自体は活性を

持たなかったが、VTC1の活性を顕著に増加させた。これらのことから、KJCタンパク質には VTC1

による GDP-マンノースや GDP-グルコースの合成を高める働きがあると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：The konjac(kjc)1 mutation appeared to affect glucomannan content. 

Recombinant KJC1 and KJC2 expressed in E. coli did not have any enzymatic activity, but they 

stimulated GDP-mannose/GDP-glucose synthase activity of VTC1. The results suggest that KJC1 and 2 

are involved in glucomannan synthesis through the regulation of the synthesis of GDP-mannose and 

GDP-glucose catalyzed by VTC1. 
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１．研究開始当初の背景 

グルコマンナンは、グルコースとマンノー
スがβ-1,4-結合した直鎖状の多糖類であり、
多くの植物で細胞壁にみられる。グルコマン
ナンは、糖転移酵素 Cellulose Synthase-like A

の働きで、糖ヌクレオチドである GDP-マン
ノース（GDP-Man）や GDP-グルコース
（GDP-Glc）から合成されるが、GDP-Glc が
どのように合成されるかは全くわかってい

なかった。また、GDP-Man は、GDP-Man ピ
ロホスホリラーゼ、VTC1 により合成される
が、VTC1 の活性がどのように調節されるか
はわかっていなかった。 

 

２．研究の目的 

 機能未知糖ヌクレオチド合成酵素様タン
パク質である、KONJAC(KJC)1 および
KJC2 の GDP-Glc と GDP-Man 合成におけ
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る役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

T-DNA の挿入により遺伝子が破壊されたシ
ロイヌナズナの kjc1 変異体、kjc2 変異体、
kjc1kjc2 二重変異体について（各変異体にお
ける T-DNA の挿入位置を図１に示す）、
GDP-Glc合成活性やGDP-Man合成活性（図２）、
細胞壁のグルコマンナン量、N-結合糖鎖の構
造を調べた。また、大腸菌を利用して、組換
え KJC1および組換え KJC2を作製し、これら
の酵素活性や VTC1 の活性に与える影響を調
べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．kjc 変異体の T-DNA挿入部位 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．GDP-Man合成活性の測定。マンノー
ス 1－リン酸と GTPから、GDP-Manを合成
する活性を測定した。GDP-Manは、UV検出
器を装備した HPLCにより検出した。 
 

４．研究成果 
(1) kjc1kjc2 二重変異体のわい性形質 

kjc1 変異体や kjc2 変異体の成長や形態は野
生型植物と変わらないが、kjc1kjc2 二重変異
体は著しいわい性形質を示す（図３）。そこ
で、kjc1kjc2 二重変異体の生育を野生型植物
と詳細に比較した。二重変異体は、2 枚目の
本葉が展開するまでは野生型植物を同様の
生育を示したが、その後はどの本葉も野生型
植物と比べて小さかった。根も同じ時期から
伸長成長が抑えられていた。また、二重変異

体は、寒天培地で育成を続けると多数の葉を
出したが、花茎を形成しなかった（図４）。
これらの結果から、KJC タンパク質は、シロ
イヌナズナの正常な成長・発達に重要な働き
をもつことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図３．寒天培地で 2 週間育成した kjc1kjc2 二
重変異体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．寒天培地で 30 日間育成した kjc1kjc2

二重変異体 
 
(2) kjc 変異体の GDP-糖合成活性 

kjc1 変異体では、GDP-Man 合成活性が、野
生型植物の 5％に低下していた（図５）。kjc1

変異体では、主要な GDP-Manピロホスホリラ
ーゼである VTC1 が存在するが、KJC1 が働か
ないことで VTC1 が正常に機能していないこ
とが示唆された。kjc2 変異体では、わずかに
GDP-Man 合成活性が低下していた。また、
kjc1kjc2 二重変異体では、GDP-Man合成活性が、
野生型植物の 3％に低下していた。これらの
変異体の GDP-Glc合成活性についても調べた
が、活性が極めて弱く比較ができなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．kjc 変異体の GDP-Man合成活性 
 

 

 

 

 

 



 
(3) kjc 変異体の細胞壁グルコマンナン 
細胞壁の構成単糖を調べたところ、kjc1 変

異体と kjc1kjc2 二重変異体では、グルコマン
ナンやマンナンを構成するマンノースが半
減していた（図６）。さらに、細胞壁多糖類
の量や構造を解析できる PACE システム（図
７）を利用して各変異体の細胞壁グルコマン
ナンを調べたところ、kjc1 変異体では、グル
コマンナンが半減していることが確かめら
れた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．kjc 変異体の細胞壁単糖組成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．PACE法の原理。細胞壁に含まれるグル
コマンナンから特異的な酵素分解により生
じる遊離したオリゴ糖を蛍光標識して電気
泳動し、蛍光シグナルを検出した。 
 
(4) N-結合糖鎖の合成への影響 

GDP-Man は、グルコマンナンの他に、糖タ
ンパク質の N-結合糖鎖のマンノース残基の
合成にも使われる。そこで、各変異体で N-

結合糖鎖の構造を糖残基に特異的な抗体を
用いて簡便に調べた。いずれの変異体でも、
N-結合糖鎖の構造に顕著な変化は見られな
かった。 
 
(5) 組換え KJC1 と組換え KJC2 の性状 
当初 KJC タンパク質は、GDP-Glc や

GDP-Man を合成する糖ヌクレオチドピロホ
スホリラーゼと予測していたが、大腸菌で作
製した組換え KJC1 と組換え KJC2 は、全く
酵素活性を示さなかった。しかしながら、こ

れらのタンパク質は、VTC1 と混合するとそ
の活性を顕著に高めた。VTC1 には弱い
GDP-Glc 合成活性がみられ、組換え KJC1 や
組換え KJC2 は、GDP-Glc 活性も高めた。 

 

これらの結果から、KJC タンパク質は、
VTC1 やそのホモログの GDP-糖合成活性を
高めることが示唆された。 
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