
 

研 究 報 告 書 

「細胞内自己組織化制御と生体ナノマシンの開発による新規木質バイオマス素材の

創出」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 12 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 小田 祥久 

  

１． 研究のねらい 

石油枯渇の危機や温室効果ガス排出による地球温暖化問題の解決作として、バイオマスの

有効利用が求められている。限りある石油資源とは異なり、植物バイオマスは持続的な供給が

可能であり、カーボンニュートラルな資源である。主要な植物バイオマス資源のひとつである木

質バイオマスはリグノセルロースの富んだ木質細胞壁が蓄積した木材である。木質細胞壁は、

主に木部繊維および木部道管を構成する細胞が細胞表面にセルロースを主とした二次細胞壁

成分を沈着することによって形成されているが、二次細胞壁は微細な壁孔を無数に形成した特

徴的なパターンで沈着する。このような壁孔を伴った二次細胞壁の沈着は木部道管において顕

著であり、生きた植物では道管液の輸送に、木材では液体浸透性や通気性、強度、その表面積

に寄与していると考えられている。壁孔の形態や密度を改変することができれば、化学組成を変

えることなく細胞壁の分解性やセルロースの性質を改善し、新規の木質バイオマス素材を創出

する技術につながると期待される。近年、木部繊維分化および木部道管分化のマスター因子が

単離され、下流で働く様々な遺伝子の解析が可能となった。その中で私は、セルロース合成の

足場となる表層微小管の脱重合を促進する因子として MIDD1 を同定し、MIDD1 が壁孔形成に必

須であることを突き止めた (Oda et al. 2010 Curr Biol)。本研究課題では、①この MIDD1 を介して

二次細胞壁の沈着パターンを制御する基本的な仕組みを明らかにすること、②その仕組みを人

為的に操作することにより、二次細胞壁の沈着パターンを自在に改変する基本技術の確立を目

指すこと、③改変した二時細胞壁の素材としての評価を目指した。特に、細胞が自発的に形態を

作り出す自己組織化、およびエネルギーを使って細胞内の構造を制御する生体ナノマシンに着

目し、細胞自体の持つ仕組みを最大限利用しつつ、人為的な操作を加えることにより任意の沈

着パターンの実現を狙った。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

シロイヌナズナ培養細胞の木部細胞分化誘導系を用いたマイクロアレイおよびライブイメージ

ングにより、二次細胞壁の壁孔に局在する因子をスクリーニングし、ROPGEF4, ROPGAP3, 

活性型 ROP11 および Kinesin-13A を同定した。これらの遺伝子の詳細な機能解析により、

ROPGEF4 とROPGAP3の働きによって局所的にROP11 が活性化し、細胞膜ドメインを形成す

ることを突き止めた。さらに、活性化した ROP11 が MIDD1-Kinesin-13A 複合体を細胞膜ドメイ

ンにリクルートすることにより、局所的に表層微小管の脱重合を促進し、壁孔の形成をもたら

すことを明らかにした。一方、表層微小管はその側面において、活性型 ROP11 の局在を制限

していることが判明した。このように活性型 ROP11 と表層微小管が排他的に相互作用するこ



 

図 1. ROP11 と MIDD1 による壁孔形成 

とにより、壁孔の形態が制御されていることが示唆された。そこで、これらの因子の一過的な

過剰発現および発現抑制を試み、壁孔のサイズおよび密度、形態を一過的に改変することに

成功した。壁孔の形態をより柔軟に改変するために、さらにスクリーニングを行い新規の細胞

骨格付随タンパク質を同定した。この発現レベルを制御することにより、螺旋型に近い二次細

胞壁パターンを実現した。このように、二次細胞壁の沈着パターンを制御する分子機構を明ら

かにするとともに、二次細胞壁の沈着パターンを大幅に改変することに成功し、本研究課題

の目標の大部分を達成した。 

 

（２）詳細 

研究テーマＡ「二次細胞壁微細構造の制御機構の解明」 

木部道管において壁孔が形成されるメカニズムを明らかにするために、MIDD1 と共局在する

タンパク質を木部道管で強く発現する遺伝子群の中から探索した。私が開発したシロイヌナズ

ナ培養細胞の木部道管分化誘導系 (Oda et al. 2010 Curr Biol) を用い、マイクロアレイ法に

より木部道管分化において顕著に発現が上昇する遺伝子を同定した。その中からアノテーシ

ョンを元に候補遺伝子を選び、GFP 融合タンパク質として培養細胞に発現させた。その結果、

ROP GTPase の一つである ROP11, ROP GTPase の活性化因子である ROPGEF4, ROP 

GTPase の不活性化因子である ROPGAP3 が壁孔に局在した。ROP GTPase は GTP に結合

した活性型、あるいは GDP と結合した不活性型として存在し、ROPGEF は GDP を GTP と交

換することにより ROP を活性型へ、ROPGAP は GTP の GDP への分解を促進し、不活性型へ

と変換する。活性型 ROP11 および ROPGEF、ROPGAP3 は壁孔の細胞膜近傍に局在しており

BiFC および FRET 法により MIDD1 と活性型 ROP11 が直接相互作用することが分った。さら

に、壁孔において ROP11 が活性型として存在し、MIDD1 を細胞膜にリクルートする特殊な細

胞膜ドメインを形成していることが明らかとなった。恒常的に活性型となる変異を持った

ROP11 を過剰発現させると培養細胞および根

の道管において壁孔が喪失したことから、局所

的な ROP11 の活性化が壁孔の形成に必要であ

ることが示唆された （図１）。 

 局所的な ROP11 の活性化における ROPGEF4

および ROPGAP3 の役割を明らかにするため

に、非木部細胞にこれらの遺伝子を同時に発現

させ、ROP11 の局所的な活性化が起こるかどうか検証した。その結果、ROPGEF4 および

ROPGAP3 を ROP11 と同時に発現させるだけで ROPGEF4 がスポット状に局在し、局所的に

ROP11 を活性化できることが明らかとなった。MIDD1 をこれらの遺伝子に加えて発現させる

と、ROPGEF4 のスポットの周辺で局所的に表層微小管が失われたことから、この局所的に活

性化した ROP11 が MIDD1 を介して局所的に表層微小管の脱重合を引き起こすのに十分であ

ることが分った。ROP11 を恒常的な活性型あるいは不活性型に変異させたものを導入した場

合には、このような現象はまったく生じなかったことから、ROP11 が ROPGEF4 および

ROPGAP3 によって活性化および不活性化され、GTP および GDP 結合状態をサイクルするこ

とが、この自発的に ROP11 の活性化を引き起こす現象に必要であることが分かった (図 2)。 



 

 
図 2. ROP11 の局所的な活性化およ

び活性型ROP11と表層微小管との排

他的相互作用 

 一方、木部道管へ分化している培養細胞におい

て、微小管脱重合阻害剤 taxol を用いて表層微小

管を安定化したところ、局所的に活性化した ROP11

の細胞膜ドメインが細長く変形し、通常よりも細長

い壁孔が形成された。タバコの葉を用いて局所的な

ROP11 の活性化を再現し、表層微小管を可視化し

たところ、表層微小管が活性型 ROP11 の細胞膜ド

メインに沿って局在し、ROP11 の局在を制限してい

ることが分った。以上の結果から、ROP11 と表層微

小管との間に排他的な相互作用が存在し、その相

互作用によって壁孔の形態が制御されていること

が示唆された (Oda and Fukuda, 2012 Science, 図

2)。 

 さらに MIDD1 と同様の局在を示す因子として

Kinesin-13A を同定した。詳細なライブイメージングを行った結果、Kinesin-13A は壁孔におい

て脱重合している表層微小管の先端に顕著に局在することが分った。このようなダイナミクス

は MIDD1 と類似しており、MIDD1 と共に機能する可能性が示唆された。そこで BiFC 法により

木部道管における両者の相互作用を検証した結果、壁孔内の微小管において両者が相互作

用していることが示唆された。Kinesin タンパク質は ATP をエネルギー源として微小管上を移

動し、小胞等の物体を輸送する生体ナノマシンとして知られているが、その中でも Kinesin-13

は微小管上を移動せず，代わりに微小管の脱重合を促進する特殊な機能を有している。シロ

イヌナズナの Kinesin-13A はこの Kinesin-13 ファミリーに属しているが、タンパク質としての機

能 や 植 物 細 胞 内 に お け る 役 割 に 関 し て は ほ と ん ど 明 ら か に さ れ て い な か っ た 。

GST-Kinesin-13A を精製し、in vitro において微小管の脱重合アッセイを行った結果、

Kinesin-13A は ATP 依存的に微小管を脱重合することが分った。次に、in vivo において

Kinesin-13A が微小管を脱重合するかどうか調べるために、非木部細胞に GFP-Kinesin-13A

を過剰発現させた。しかしながら、Kinesin-13A は微小管に局在せず、微小管の脱重合も起こ

らなかった。そこで、MIDD1 を Kinesin-13A と共発現させると、Kinesin-13A が表層微小管に局

在し、表層微小管を脱重合した。この結果は MIDD1 が Kinesin-13A を微小管にリクルートする

ことにより、微小管の脱重合を促進していることを示唆している  (Oda and Fukuda, 2013 

Plant Cell, 図 2)。 

以上の解析により、二次細胞壁の壁孔の形成は ROP11-MIDD1-Kinesin-13A 経路によっ

て制御されていること、この経路と表層微小管との排他的な相互作用が壁孔の形態を制御し

ていることが明らかとなった。本研究課題発足時において、二次細胞壁の沈着パターンを制

御する分子的なメカニズムはほとんど知られていなかった状況を考えると、本研究課題によっ

てパターン形成から微小管の脱重合、さらには壁孔の形態制御までの一連の過程を分子的

に明らかにしたことは大きな進歩であり、この研究テーマの大部分を達成したと言える。 

 

研究テーマ B「二次細胞壁パターンの人為的な改変」 

 テーマＡによって明らかになった遺伝子群を利用し、二次細胞壁の沈着パターンを改変する



 

ことを試みた。各遺伝子を estrogen による発現誘導により一過的に過剰発現あるいは発現抑

制し、根の道管の二次細胞壁への影響を検証した。その結果、Kinesin-13A の過剰発現によ

って壁孔を大きく、発現抑制によって壁孔を小さくすることに成功した (Oda and Fukuda, 

2013)。また、ROPGEF4 の発現抑制あるいは恒常的活性型 ROP11 の過剰発現によって壁孔

の密度を低下させることに成功した (Oda and Fukuda, 2012)。上述したとおり、Kiensin-13A は

ATP を消費して微小管を脱重合する生体ナノマシンであり、また ROPGEF4 および ROP11 の

操作は ROP GTPase による自発的な細胞膜ドメインの形成、すなわち自己組織化作用の操

作であることから、本研究課題の戦略に沿って目標を達成したといえる。一方、壁孔の形態、

特に縦横比を劇的に変化させることは、これまでに同定した因子では実現することができなか

った。新たに構築した計算機シミュレーションの結果、壁孔の形態には微小管の安定性が影

響することが示唆された。そこで、木部道管において発現する機能未知の遺伝子の中から、

壁孔の形態に影響するものを探索し、新規の微小管付随タンパク質をコードする遺伝子を同

定した。このタンパク質は MIDD1 とは異なり、壁孔の外に局在する微小管に主に局在してい

た。このタンパク質の過剰発現によって顕著に表層微小管が増加し、微小管重合阻害剤の効

果に高い耐性を示すようになったことから、このタンパク質は微小管を安定化していると考え

られた。さらにこのタンパク質の過剰発現は、非木部細胞において人工的に再構築した活性

型 ROP GTPase の細胞膜ドメインの面積を著しく縮小させせたことから、このタンパク質は表

層微小管による ROP GTPase の制限を促進することにより壁孔の形態に影響している可能性

が示唆された。このように、本研究では一過的ではあるものの壁孔の密度、大きさに加えて、

形態に関しても改変することに成功しており、木質バイオマスの微細構造を改変する技術を

確立するという本研究課題の目的の大部分を達成した。 

 

研究テーマＣ「改変した二次細胞壁の評価」 

二次細胞壁の沈着パターンを改変した木質バイオマスの性質を評価するために、培養

系および植物体において恒常的に壁孔の形態や密度を改変した形質転換ラインの作成を行

っている。すでに XCP1, MIDD1, ATHB8, CESA7,等、木部道管に特異的に発現する遺伝子の

プロモーター下に上述の遺伝子群を連結し、シロイヌナズナ植物および培養細胞に導入して

いる。この中から二次細胞壁の沈着パターンが恒常的に変化し、かつ植物体および細胞の育

成に影響の少ないものを選抜し、ラージスケールの培養・細胞を行うことにより、木質バイオ

マスとしての評価を行う予定である。これまでに、XCP1 および CESA7 のプロモーターを用い

て二次細胞壁パターンの制御因子を発現させた植物において、恒常的に二次細胞壁が変化

していることを確認した。今後、これらの植物体を十分量確保することにより、沈着パターンを

改変した二時細胞壁の分解性とセルロースの性質の評価を行う見込みである。 

 

 

３． 今後の展開 

今後は今回確立した二次細胞壁微細構造の改変技術を樹木に応用すること、改変した樹

木に由来する木質バイオマスの性質を評価することが可能になると考えられる。二次細胞壁

の微細構造の改変技術を樹木に適用するために、現在行っているプロモーターの選定を慎重

に行い、十分に効果的なプロモーターを選ぶ必要がある。最適なプロモーター下に置いた遺



 

伝子をポプラ、ユーカリなどのモデル樹木に導入し、二次細胞壁の沈着パターンが変化するこ

とを確認した後、その改変樹木を用いて木質バイオマスの評価を行うことを考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

研究目的の達成状況、 

本研究課題の目標である①二次細胞壁パターンの形成機構の解明、②二次細胞壁パター

ンの人為的な改変、③改変した二次細胞壁の素材としての評価の、うち、①、②に関しては当

初の目標を達成するとともに、期待以上の成果を得ており、順次その成果を論文にまとめ投

稿する予定である。③細胞壁を評価するための形質転換培養細胞および形質転換シロイヌナ

ズナを作出することに成功しており、今後これらの材料を用いて細胞壁の評価を進める。 

研究の進め方（研究実施体制及び研究費執行状況） 

研究費の執行に関しては研究目標の達成に向け、年度ごとに適切な判断を行い、研究の

着実な前進に貢献した。特に２年度における高速高感度の顕微鏡システムに関しては最新の

パーツを吟味し、本研究課題に最も適合したシステムを導入することに成功した。実験補助員

に関してはスキルの高い人材を獲得し、期待以上の成果につながった。最終年度においては

研究室を新たに立ち上げたため、主に物品の購入を行い、これまでと同等の研究環境を整え、

計画に沿った研究課題の遂行を実現した。 

研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果 

これまで、木質バイオマスの改良はリグニン等の細胞壁組成の改変が主なアプローチであ

った。本研究課題では植物基礎科学をベースとしたアプローチにより、木質バイオマスの微細

構造を改変する技術を新たに開発し、これまでにない視点から木質バイオマスの改良行う可

能性を実現した。現在、植物科学を利用した有用植物の開発が精力的におこなわれており、

この技術を高ストレス耐性や高生産をもたらす他の有用技術と組み合わせることにより、植物

を用いた研究開発の有用性を社会にアピールし、社会実装への実現へ近づけることが可能に

なると期待される。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

木質細胞壁の壁孔形成などを自在に行いうる技術を開発し、新規木質バイオマス素材を作

成することを目的として研究が進められた。その結果、セルロース合成に係わる新たな因子を

解明し、それを活用して培養細胞レベルでは、かなり自在に密度やサイズ、形態を変えた壁孔

を作ることに成功している。その研究は学術的にきわめて高く評価される。現在、樹木での実験

を実施中であり、モデル系だけでなく、実用植物でも、それが可能となれば、将来、目的に応じ

た樹木の育成に有用な技術につながる可能性を持つ研究として評価される。 

現時点ではまだ基礎研究のレベルではあるが、これを一つの契機として、二次細胞壁のパタ

ーンと木質成分との関係についてさらに研究を発展させ、木質バイオマスの改変の技術開発に

つなげて欲しい。 
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