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研究成果の概要（和文）：蛍光タンパク質を用いたライブセルイメージングにより、イネプロトプラストではポプラ由
来グルコマンナン合成酵素がゴルジ体マーカーと類似の局在を示すことが示された。同時発現させると単独発現する粒
子と共局在する粒子が見られ、両者の発現量がゴルジ体ごとに異なることが示唆された。ポプラの葉肉細胞では静止し
た粒子が、葉の表皮細胞、茎の木部繊維では移動する粒子が見られ、ゴルジ体の挙動が細胞種により異なることが示唆
された。
キシラナーゼは細胞壁に局在しゴルジ体には見られなかった。細胞壁タンパク質にキシラン転移活性が検出された。活
性は繊維二次壁に特異的で、繊維二次壁の構造と機能に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The localization of fluorescence protein-tagged glucomannan synthase was shown to 
be similar to that of Golgi marker protein by live-cell imaging of a rice protoplast. In a protoplast 
co-expressing these proteins, particles with individual fluorescence and those with merged fluorescence 
were found, suggesting that the level of each protein varies among different Golgi bodies. In transgenic 
poplar expressing fluorescence protein-tagged glucomannan synthase, moving particles were found in leaf 
epidermal cells and stem differentiating fiber cells, while unmoving particles were found in leaf 
mesophyll cells, suggesting that the behavior of Golgi body varies among cell types.
Xylanase was found in cell wall, whereas not found in Golgi body. Xylan endotransglycosylase activity was 
detected in proteins extracted from cell wall. In situ activity was specific to fiber cells, suggesting 
that the transglycosylation of xylan is essential for the structure and function of fiber secondary wall.
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１．研究開始当初の背景 
ヘミセルロースおよびペクチンなどの非
セルロース性多糖類は木質バイオマスの約 
25〜 30%を占めており、産業資源として重要
であるばかりでなく、植物の二次細胞壁の構
造、性質、生理的 機能を決定する重要な要因
である。一次壁と同様に、二次壁においても
非セルロース性多糖類の堆積および修飾・
分解が起こり、細胞壁の機能が発揮される
ことがかってきている。 
これらの過程には一次壁の形成と同様に
ゴルジ体が深 く 関わっていることが予想さ
れる。すなわち、細胞質で合成された糖ヌ
クレオチドがゴルジ体膜に存在するトラン
スポーターによりゴルジ体内腔に取り込ま
れ、ゴルジ体膜の内腔側に活性部位を持つ
糖転移酵素により多糖類が合成される。ゴ
ルジ小胞輸送により細胞壁へ送られた多糖
類は、同じくゴルジ体を経て細胞壁に送ら
れた糖加水分解酵素・転移酵素により分解
およびつなぎ換えを受ける。多糖類の生合
成と輸送、分解酵素の合成と輸送はゴルジ
体 を経て行われるが、その過程は時間的、
空間的に厳密に制御されているに違いない。 
二次壁の非セルロース性多糖類の堆積お
よび修 飾 と それに関わるゴルジ体の役割に
ついては以下のような疑問が残されている。 
（1）二次壁形成中細胞にゴルジ体は何個存
在 す る か ?正常材とあて材では違いがある
か? （2）二次壁形成中細胞のゴルジ体は一日
のうちでいつ活動(移動)するか? 
（3）二次壁形成中細胞のゴルジ体の細胞内
移動速度は? 
（4）異なる多糖類は同じゴルジ体で生合成
されるのか? 
（５）多糖類を生合成するゴルジ体と糖加水
分解・転移酵素を生合成するゴルジ体 は 異
なるのか? 
これらの疑問を解明するには従来の電子
顕微鏡による観察ではなく、光学顕微鏡での
観察を可能とする必要が有る。なぜならば、
電子顕微鏡では高真空下に試料を置くため
に細胞を固定包埋する必要があり、動きを観
察することができない。また、観察視野はグ
リッドに制限されるため、木部繊維のように
長さが 500µmを超える細胞の全体を観察する
ことは困難である。さらに、切片厚さは 100nm
以下であるため、木部繊維の直径（10µm）方
向の情報を得ることも困難である。そこで本
研究では、ゴルジ体で蛍光タンパク質を発現
する形質転換樹木（ポプラ）を作製し、共焦
点顕微鏡によるライブセルイメージング
（Live Cell Imaging）を試みた。 
分化中二次木部組織では糖加水分解酵素
ファミリー10（GH10）に属するキシラナーゼ
が発現していることは報告されているが、二
次壁形成におけるこの酵素の分布や機能に
ついては不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ゴルジ体で発現するタンパク
質（グルコマンナン合成酵素、ゴルジ体マー
カー）と蛍光タンパク質の融合タンパク質を
過剰発現する形質転換ポプラを作製し、共焦
点レーザー顕微鏡で観察を行い、以下の３点
について明らかにすることを目的とした。 
（１）二次壁の非セルロース性多糖類であ
るグルコマンナンの合成酵素の局在を明ら
かにする。 
（２）グルコマンナン合成酵素が局在する
ゴルジ体の挙動を明らかにする。 
（３）樹木（ポプラ）の分化中木部繊維に
おけるグルコマンナン合成酵素が局在する
ゴルジ体の挙動を明らかにする。 
また、分化中の二次木部組織には非ヘミセ
ルロース性多糖類の合成酵素（キシラン合成
酵素）だけでなく、糖加水分解酵素ファミリ
ー10（GH10）に属するキシラナーゼが発現し
ているが、その局在と酵素活性について明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ゴルジ体のライブセルイメージング 
CaMV 35S プロモーター制御下でグルコマ
ン ナ ン 合 成 酵 素 PtCslA1(Populus 
trichocarpa cellulose synthase-like A1)お
よび黄色蛍光タンパク質YFPを発現するよう
に設計した発現ベクターを 2 種類作製した。
PtCslA の N 末端側にYFPを配置したものを
YG、C末端側に配置したものを GY とする。コ
ントロールとして黄色蛍光タンパク質YFPの
みを発現するベクターも作製した(YFP とす
る)。CaMV 35S プロモーター制御下でゴルジ
体局在マーカータンパク質である GmManI お
よび赤色蛍光タンパク質 mCherry を発現す
るベクター(G-rk)を購入した。 
イネ Oc 培養細胞をセルラーゼおよびマセ
ロザイムで処理してプロトプラストを調製
し、前述のベクターを PEG 法で導入し、一過
的にタンパク質を発現させた。遺伝子導入し
てから 20〜32 時間後、落射型蛍光顕微鏡に
より蛍光タンパク質を発現しているプロト
プラストを識別した。発現が確認できたプ
ロトプラストについて共焦点レーザー顕微
鏡で観察した。 
前述のベクターをアグロバクテリウム法
によりポプラ茎断片に導入し、形質転換ポ
プラを得た。形質転換ポプラの葉および茎を
採取し、イネプロトプラストの観察条件を
参考に 共焦点レーザー顕微鏡で観察した。  
 
分化中木部におけるキシラナーゼの局在と
糖転移活性 
ポプラのキシラナーゼ（PtxtXyn10）のア
ミノ酸配列より抗原ペプチドを人工合成し、
ポリクローナル抗体を作製した。免疫標識法
によりポプラ分化中木部での同酵素の局在
を観察した。 
ポプラ分化中木部から細胞壁結合タンパ
ク質を抽出し、カバ由来グルクロノキシラン



をドナー、スルホローダミン標識キシロオリ
ゴ糖（XO-SR）をアクセプターとしてキシラ
ン転移活性を測定した。ポプラおよびシロイ
ヌナズナ茎から横断面切片を作製し、XO-SR
を反応させて蛍光顕微鏡下でキシラン転移
活性を検出した。 
 
４．研究成果 
ゴルジ体のライブセルイメージング 
イネプロトプラストの観察では、YG 導入細
胞では細胞質に散在する直径約1μmの粒子、
GY 導入細胞では核および細胞質、YFP 導入細
胞では細胞質に蛍光が見られた。ゴルジ局
在マーカータンパク質 GmManI を発現する 
G-rk 導入細胞では細胞質に散在する直径約 
1μm の粒子に蛍光が見られた。これらより、
PtCslA1 の N 末端側に蛍光タンパク質を配置
した場合にゴルジ装置に蛍光タンパク質が
局在するものと考えられる。YG と G-rk の両
者を同時に導入した場合は細胞質に散在す
る直径約 1μm の粒子に蛍光が見られたが、
これらの粒子には黄色蛍光のみ、赤色蛍光の
み、 両蛍光の三種があった。PtCslA1 および 
GmManI の発現量がゴルジ装置ごとに異なる
可能性が示唆された。タイムラプス撮影では、
細胞膜近傍の粒子は比較的動きが少 な い
が、細胞中心部の細胞質を動き回る粒子は
速く動く様子が観察された。また、塊となっ
て移動する様子も観察され た。  
形質転換ポプラでは、YG 導入ポプラの葉
肉細胞では葉緑体周辺に強い蛍光を示す直
径約 1μm 程度の粒子が見られたが、YFP 導
入ポプラには見られなかった。これらの粒子
は静止していた。YG 導入ポプラの葉の下面
の表皮細胞では強い蛍光を示す直径約 1μm 
程度の粒子が見られ、粒子が移動してい
た。このことから細胞種によりゴルジ装置
の挙動が異なることが示唆された。  
また、茎のまた、分化中木部繊維でも移動
する直径約 1μm の蛍光粒子が確認された。 
以上より、蛍光タンパク質を発現する形質
転換樹木を用いたライブセルイメージング
技術により分化中木部繊維でのゴルジ体の
挙動を観察することに成功した。 
 
分化中木部におけるキシラン転移活性 
抗キシラナーゼ抗体による免疫標識の結
果、同酵素は分化中木部組織の二次壁を有す
る細胞に局在した。これは基質となるキシラ
ンの局在とほぼ一致した。細胞内局在につい
ては、細胞壁に局在し、ゴルジ体では標識が
観察されなかった。 
細胞壁結合タンパク質のキシラン転移活
性は、XO-SR の初濃度の増加に応じて高くな
り、XO-SR が加水分解される割合は減少して
いた。したがって、ポプラ分化中木部では、
アクセプターとなるグルクロノキシランの
濃度の上昇に応じてキシラン転移活性が増
加、キシラン加水分解活性が減少すると考え
られる。したがって、実際の細胞壁中ではキ

シラナーゼとしてではなくキシラン転移酵
素として働いていると思われる。 
キシラン転移活性は、ポプラでは木部繊維
と師部繊維二次壁、シロイヌナズナでは木部
繊維および維管束問繊維の二次壁で見られ
たが、いずれも道管では見られなかった。キ
シランの分布を表す免疫標識は道管にも見
られたので、キシラン転移活性はグルクロノ
キシランの堆積に必要ではなく、繊維の細胞
壁形成に深く関わっていると考えられる。 
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