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論 文 内 容 の 要 旨

セルロースは,自然界では30-200個の分子鎖が水素結合により集合し,結晶領域を有するセルロースミクロフィブリル

を形成しており,植物細胞壁内の形態はセルロースミクロフィブリルの配向によって決定される｡ そのため,セルロース生

合成機構の研究は,植物細胞の基本的な成長や形態形成を明らかにすることにつながる｡

セルロース合成酵素遺伝子はセルロース合成細菌 (Acetobacterxylinum)から最初に単離された｡オペロンはA,B,C,

Dの4つのサブユニットタンパク質をコー ドする遺伝子 (bcsA,B,C,D)で構成され,サブユニットAがグルコースを

UDP-グルコースからグルカン鎖に転移する糖転移酵素であった｡一方植物では,invitroでの合成活性を得ることが困難

であったため,合成機構は長い間不明であった｡1996年にPearらがブタ繊維細胞由来のcDNAライブラリーよりサブユニ

ットAに対するホモログ (GhCesAl)を単離した｡またアラビドプシス変異体の解析から,CesAの変異がグルカンの合

成ではなくミクロフィブリルの形成を阻害している可能性も示唆された｡本論文は,ブタ繊維細胞よりセルロース合成酵素

ホモログ遺伝子 GhCesA2を単離し,その遺伝子を他の細胞内で発現させ,得られたリコンビナントタンパク質の解析を行

ったものである｡

第 1章では,ツタ繊維細胞由来のcDNAよりバクテリアセルロース合成酵素のホモログ遺伝子を単離した｡急激なセル

ロース合成が起こる時期の繊維細胞からmRNAを抽出してcDNAライブラリーを作成した｡このcDNAのランダムシー

ケンスを行い,750クローンの部分配列のホモロジー検索により,バクテリアセルロース合成酵素遺伝子と部分的にホモロ

ジーを示すクローンが15個得られた｡それらは3つのグループに分類でき (pcsA2,PcsA3,pcsA4),最もクローン数の多い

pcsA2の全長 cDNAを5'RACE法で単離した｡pcSA2は,Pearらが部分配列を発表した GhCesA2と同じ遺伝子であり,

3,311bpの塩基配列をもち,125kDaのタンパク質をコードするORFを有 していた｡GhCesA2はN末端とC末端に膜貫

通部位をもつ膜タンパク質で,その貫通部位に挟まれた中心 ドメインにはβ-glycosyltransferaseに共通のアミノ酸残基

(3つのアスパラギン酸とQxxRW モチーフ)が兄いだされた｡この ドメインはセルロース合成の基質であるUDP-グル

コースの結合モチーフを有 していた｡また,そのN末端には,LIM ドメインに似たアミノ酸配列が兄いだされたため,

GhCesA2が他のタンパク質と結合している可能性が示唆された｡

第 2章では,植物以外の宿主細胞で GhCesA2を発現させ,得られたリコンビナントタンパク質を用いて invitroのセル

ロース合成を試みた｡GhCesA2の膜貫通部位を除いた中心 ドメインのみを酵母細胞 (pichiapastoris)で発現させ,その

リコンビナントタンパク質のグルコース取 り込み活性を測定した｡そのタンパク質を酵母細胞から抽出しUDP-グルコー

スと反応させたが,ポリマーの合成は確認できなかった｡さらに,ワ夕芽生えから脂質画分,水溶性画分および膜画分を抽

出し,リコンビナントタンパク質に脂質画分を加えたところ,可溶性画分へのグルコースの取 り込み量の増加が認められた｡

また,脂質画分と水溶性画分を同時に加えると,70%エタノール不溶性画分-の取 り込み量が増加し,多糖産物の合成が認

められた｡しかし,この多糖産物はβ(1-4)グルコシル残基を有していなかった｡
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第 3章では,バキュロウイルスを用いて GhCesA2を昆虫細胞内で発現させ,発現タンパク質の流体力学的性質を同定 し

た｡まず,sf9細胞内で全長 GhCesA2を膜タンパク質として発現させた｡バキュロウイルス感染細胞の膜画分をTritonX

-100で可溶化 し,TritonX-100存在下でゲルろ過およびショ糖密度勾配遠心に供 した｡ゲルろ過からの画分のウェスタン

ブロッティングにより,GhCesA2-Triton複合体のス トークス半径を求めた結果,リコンビナントタンパク質は2種類の

分子サイズを有していることが判明した｡それぞれをショ糖密度勾配遠心に供して得られた沈降距離から,複合体の沈降係

数および偏比潜を測定した｡それらの測定値をもとに,リコンビナントタンパク質のnativeな状態での分子量を推定し,

GhCesA2がホモダイマーを形成していることを示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

セルロースは植物細胞壁の主成分であり,地球上で最も多量に存在する天然高分子物質である｡ セルロース合成細菌を用

いた研究から,その生合成の分子機構が究明されつつあるが,植物ではほとんど明らかにされていない｡本論文は,セルロ

ース合成を盛んに行っているツタ繊維細胞を用いてセルロース合成酵素遺伝子をクローニングし,それを異種細胞で発現解

析並びに発現タンパク質の酵素機能特性を研究したものであり,評価すべき主な点は以下の通りである｡

1) 急激なセルロース合成を行っているツタ繊維細胞に焦点を当て,それより構築したcDNAライブラリーの多数のクロ

ーンをランダムにシーケンスをおこなった中から,バクテリアセルロース合成酵素遺伝子のホモログ (GhCesA2)を全長

のクローンとして単離することに成功した｡

2) この GhCesA2遺伝子の構造解析から,推定されるタンパク質は9つの膜貫通部位をもち,細胞質側にβ一glycosy-

1廿ansferaseに共通のアミノ酸残基を有することを見出し,糖転移酵素であると予想 した｡また,N末端にLIM ドメイン

に似た配列を兄いだし,GhCesA2タンパク質が他のタンパク質と結合している可能性を示した｡

3) GhCesA2の中心 ドメインを酵母細胞 pichiapastoriS内で発現させ,可溶性タンパク質として得ることに成功 した｡

ブタ芽生え抽出液の存在下で,リコンビナントGhCesA2がUDP-glucoseから多糖産物を合成することを示した｡

4) バキュロウイルスベクターと全長 GhCesA2のリコンビナントDNAを構築 し,昆虫細胞中で膜タンパク質として

GhCesA2全長を発現させることに成功 した｡得 られたリコンビナントタンパク質の流体力学的性質を解析 し,GhCesA2

がホモダイマーを形成することを兄いだし,セルロース合成酵素複合体中でCesAタンパク質がホモダイマーとして存在 し

ている可能性を示した｡

以上のように本論文は,これまで明らかにされていなかった植物におけるセルロースの合成酵素についての研究成果をま

とめたものである｡ 得られた成果はセルロース生合成の分子機構を明らかにする上での新たな知見となるだけでなく,植物

細胞の成長や形態形成を明らかにすることにつながるものであり,植物生理学,植物生化学および植物細胞生物学に寄与す

るところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成14年2月14日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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