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緒論 

 

作物としての浮稲 

イネ（Oryza sativa L.）は，コムギやトウモロコシとともに世界で広く利用されて

いる穀物である。その大部分はアジアで生産されているが，アメリカ，ラテンアメ

リカ，ヨーロッパ，アフリカ，オーストラリアでも生産されており，それぞれの地

域に適したさまざまなタイプのイネが栽培されている。水田で栽培され，成長に比

較的多くの水を必要とするイネは水稲（lowland rice）と呼ばれており，一方，水稲

に比べて必要とする水分量が少なく，畑状態での栽培が可能なイネは陸稲（upland 

rice）と呼ばれている。これらの水要求度の違いはそれぞれの自然環境と結びつき，

稲作の地域性を生み出している。アジアの稲作では水稲生産がもっぱらであり，陸

稲はほとんど栽培されていないが，アフリカやラテンアメリカでは陸稲の生産が盛

んに行われている。また，水稲生産が灌漑農地において行われる場合（irrigated rice）

と，水の供給を雨水に頼る天水栽培による場合（rainfed rice）とがあり，これらも

また自然環境に合わせて選択されている。 

イネはさまざまな水分環境で栽培されているが，その中で浮稲（floating rice ある

いは deepwater rice）と呼ばれるグループのイネは，極度の深水条件下でも成長する

ことが可能であり，1 日 20-25 cm の速度で草丈が伸長し，4 m の水深のもとで 7 m
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にまで達したとする報告もある（Vergara et al. 1976）。浮稲の定義はさまざまであり，

例えば Calting（1992）によれば，浮稲は 50 cm 以上の水深で少なくとも 1 ヶ月は生

存できるという能力によって現代のほとんどのイネとは一線を画するグループであ

るとされている。IRRI（2002）では，浮稲は水深 1 m を超える深水条件が最長で 5

か月も続くような環境でも栽培可能な作物であると紹介されている。また，IRRI

（2002）では，1 m 程度までの水位上昇に適応可能な品種を deepwater rice，それよ

りもさらに深い水深にも適応可能な，著しい伸長能力を持つ品種を floating rice と呼

んでいる。これらのように，定義や用語には研究者の間でしばしば不一致がみられ

るものの，いずれにせよ浮稲は急速に成長することによって深水条件に適応するグ

ループのイネである，という認識は共通しているようである。 

その高い深水適応能力から，浮稲は雨期に大規模な洪水が発生し，それによる深

水状態が長期間続くような地域において栽培されている。浮稲の栽培は，乾季の終

わりから雨季の初期にかけて，施肥なしの散播による直播で始まる。発芽から幼苗

期はどちらかというと土壌水分が少ないために，この時期に乾燥耐性を示す個体が

自然に選抜されてきたとされている（井之上 1987）。雨期になると河川が氾濫して

増水し，浮稲は節間組織を伸長させることによって上昇する水位に対応する。この

ときの水深は地域によってさまざまに異なるため，それぞれの地域の水深に適応す

る個体が自然に選抜されてきたと考えられる。水位の上昇によって多くの雑草は枯
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死する一方，浮稲は葉を水面よりも上に保ち，光合成や呼吸を十分なレベルに維持

し，また氾濫水が供給する栄養分を利用することで生存・成長することができる。

やがて水が引くと，浮稲は自身を支持することができずに倒伏してしまうが，葉鞘

基部の負の重力屈性によって起き上がる。また，水が引く頃の日長に反応して幼穂

が形成され，葉枕部の屈曲反応は穂を食害や水没による害から保護するのに役立っ

ている。 

2004-2006 年の世界における浮稲の栽培面積はおよそ 420 万 ha であり，世界の全

稲作面積の 2.8%に相当する（IRRI 2008）。浮稲はアジアとアフリカのみで栽培され

ており，その栽培面積の約 80%はアジアであり，約 350 万 ha に相当する。アジア

で浮稲が栽培されている地域は東南アジア・南アジアに集中しており，主な国とし

てバングラデシュ（117 万 ha），ミャンマー（49 万 ha），ベトナム（22 万 ha），カン

ボジア（19 万 ha），ネパール（12.5 万 ha），タイ（5 万 ha）などがあげられる。こ

れらの国は，ガンジス川・ブラマプトラ川（バングラデシュ），イラワジ川（ミャン

マー），メコン川（ベトナム・カンボジア），チャオプラヤ川（タイ）といった大河

川を有し，それらのデルタ地帯が浮稲栽培の中心となっている。浮稲栽培のもう 1

つの地域であるアフリカでは，浮稲栽培面積はおよそ 70 万 ha と見積もられ，西ア

フリカ地域で栽培されているようである。主な国としてはマリ，ニジェール，ギニ

ア，ブルキナファソ，ナイジェリアなどがあげられる。 
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浮稲の収量は総じて低く，1 m 程度の水位には適応可能な浮稲品種（deepwater 

rice）の収量は最大でも 4 t / ha 程度である（IRRI 2002）。灌漑による水稲生産に比

べれば低い水準といえるが，例えば適切な草型を導入することによる収量の改善の

可能性が指摘されている。一方，最大 5 m の厳しい水位条件にも適応可能な高い深

水適応性のある浮稲品種（floating rice）の収量はおよそ 1.0~2.5 t / ha とされており，

これらの品種では，急激な水位上昇に適応して生存する能力が最も優先されるため，

育種などによる収量の向上は難しいようである。アジアにおける浮稲栽培面積は

徐々に減少しており，1980 年頃は 500 万 ha（3.9%），1990 年代で 370 万 ha（2.8%）

と見積もられ（Huke and Huke 1997），そして前述したように 2004-2006 年において

はおよそ 350 万 ha にまで減少している。これは浮稲の収量の低さ，あるいはその作

期の長さのために作付強度の増加による収量増加が見込めないことから浮稲栽培が

敬遠され，灌漑を利用した短期間で高収量を得ることが可能な品種の 2 期作栽培や

乾期の稲作へと移行しているという背景があるようである（IRRI 2002）。しかしな

がら，浮稲は低投入の持続的農業の特徴を備えており，また深水の農業生態系にお

いては唯一栽培可能な穀物であり，いまなお重要な作物といえるだろう。高い収量

性と，浮稲のもつ深水条件に対する高い適応性を併せ持つイネ品種を作出すること

は，食糧増産の一助となると考えられ，浮稲の深水適応性の解明は重要な研究課題

であるといえる。 
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浮稲の深水適応性―節間伸長の植物ホルモンによる調節 

浮稲のもつ高い深水適応性は，深水条件下で促進される急激な節間伸長に基づく。

例えば日本の栽培品種では，節間伸長は生殖成長期における幼穂分化から出穂にか

けての間にみられる現象であるが，浮稲では栄養成長期の比較的早い段階から伸長

節間が形成される。発育に伴って最初に伸長する節間は伸長最低節間（LEI，lowest 

elongated internode）と呼ばれている。LEI の位置は栽培条件によってある程度変動

するものの，それぞれの品種に固有であり，深水適応性（浮稲性）の指標とされて

いる（井之上 1987）。近年，いくつかのグループにより LEI を司る QTL の同定が試

みられており，第 3 染色体および第 12 染色体に座乗することが明らかにされている

（Nemoto et al. 2004, Kawano et al. 2008）。 

深水条件下の浮稲節間の急激な伸長は，エチレン，ジベレリン，アブシジン酸の

反応鎖によって調節されていると考えられている（Kende et al. 1998，Sauter 2000 参

照）。Métraux and Kende（1983）は，バングラデシュ在来の浮稲品種の Habiganj Aman 

II を材料として節間伸長の研究を行い，深水条件下において節間内のエチレン濃度

が増加すること，エチレンの投与は節間伸長を促進することを見出した。これらは

インタクトの植物体を用いた実験であったが，Raskin and Kende（1984a）は，植物

体から切り出した，最上位節間を含む茎切片を実験に用い，この茎切片を深水処理
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すると節間の急速な伸長や節間内エチレン濃度の増加が誘導されること，また茎切

片をエチレン処理することによっても節間の伸長が促進されることを示し，茎切片

でみられる節間伸長反応はインタクトの植物体における伸長反応と同様であること

を報告した。これらの結果から，茎切片は節間伸長研究における有用な実験系とし

て今日もなお用いられている。深水条件下で節間内エチレン濃度が増加するのは，

空気中に比べて水中でのエチレンの拡散速度が約 10000 倍低いこと（Musgrave et al. 

1972）と深水条件下の節間組織においてエチレン合成が促進されること（Raskin and 

Kende 1984a，Cohen and Kende 1987）に起因すると考えられている。次に，Raskin and 

Kende（1984b）は，茎切片を用いて深水条件下の節間伸長におけるジベレリンの役

割を検討した。ジベレリン合成阻害剤で前処理した浮稲茎切片では，深水処理やエ

チレン処理では節間伸長が生じず，ジベレリンを投与することによってのみ節間伸

長が回復し，またエチレンは節間組織のジベレリンに対する反応性を増加させる作

用をもつことが示された（Raskin and Kende 1984b）。これらの結果から，深水条件

下の節間伸長を最終的に導く植物ホルモンはジベレリンであると考えられている。

エチレンによる節間組織のジベレリンに対する反応性の増加は，ジベレリンの拮抗

物質であるアブシジン酸の節間内含量のエチレンによる低下によってもたらされる

と説明されている（Hoffmann-Benning and Kende 1992，Azuma et al. 1995）。近年，

この節間内アブシジン酸量の減少に関与していると考えられるアブシジン酸不活性
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化酵素遺伝子が単離されている（Yang and Choi 2006）。 

上述した反応鎖において，エチレンは節間の伸長を促進し，アブシジン酸はそれ

に対して抑制的な作用を示す。近年，これらの植物ホルモンが節間伸長に及ぼす作

用が，湿度条件によって変化することが明らかにされている。高い湿度条件では，

エチレンとジベレリンはともに茎切片に投与することによって節間伸長を誘導する

が，低い湿度条件ではエチレンによって誘導される節間伸長は阻害される一方で，

ジベレリン酸による節間伸長は低湿度による影響をほとんど受けない（Azuma et al. 

1991）。このような差はイネ実生においてもみられ，エチレンは高湿度条件では葉の

成長を促進し，低湿度条件では抑制するのに対し，ジベレリンは湿度に関係なく葉

の成長を促進する（Azuma et al. 2007）。したがって，エチレンは浮稲の成長を促進

あるいは抑制する両方の作用をもっており，それは周囲の水分条件によって異なっ

て働くことが示唆される。その後の調査により，低湿度におけるジベレリン酸によ

る節間伸長の促進には，インベルターゼ合成の促進によって細胞内への糖の取り込

み量を増加させることによる浸透調節が関係していることが示唆された（Azuma et 

al. 1997）。一方，エチレンが低湿度では節間を伸長できないのは，低湿度条件でエ

チレンが誘導する蒸散の促進が原因の 1 つであると考えられる（Azuma et al. 2003a）。

蒸散の促進によってアポプラスト内は減圧状態となり，それが細胞外の水ポテンシ

ャルの低下をもたらし，細胞の伸長に必要な膨圧が得られないために節間伸長が生
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じない可能性が示唆されている。アブシジン酸は浮稲茎切片の節間伸長を抑制する

と報告されている（Hoffman-Benning and Kende 1992，Azuma et al. 1995）が，低湿

度条件ではエチレンとジベレリンの共存下でアブシジン酸は節間伸長をむしろ促進

することが示されている（Azuma et al. 2003b）。この現象は，アブシジン酸による気

孔の閉鎖によって，低湿度条件でエチレンが促進する蒸散が抑制されることにより，

細胞伸長に必要な膨圧が得られたためであると説明されている。 

 

浮稲の深水適応性―細胞学的研究 

浮稲節間の深水条件下での急激な伸長は，節間組織基部にある介在分裂組織にお

ける細胞分裂活性の増加と，それによって新たに形成された細胞の伸長促進とに基

づく成長反応である（Métraux and Kende 1984）。空気中で栽培した浮稲植物体と部

分的な深水条件で栽培した植物体それぞれから得た節間組織中の細胞の詳細な比較

により，深水条件は介在分裂組織における細胞周期を 24時間から 7時間に減少させ，

また細胞伸長が生じる部位を増加させることが示された（Bleecker et al. 1986）。

Sauter and Kende（1992）は茎切片を用いてジベレリンによる節間伸長誘導の細胞学

的な研究を行い，ジベレリンはまず介在分裂組織における細胞伸長を促進し，その

細胞成長の結果として細胞分裂が促進されるという仮説を提案した。しかしながら，

部分的に深水処理した植物体を用いた分子生物学的手法による調査では，節間組織
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の成長に先立って細胞周期の調節に関与するいくつかの遺伝子の発現が誘導される

ことが見出され，深水条件は細胞周期を直接的に活性化することが示唆されている

（Lorbiecke and Sauter 1998）。深水条件による細胞周期の活性化における植物ホルモ

ンの関与についてはまだ明らかにされていないようである（Sauter 2000）。 

 

細胞壁による細胞伸長の調節 

深水条件下における浮稲節間の伸長促進は，分裂組織における細胞分裂活性の増

加に加えて，細胞伸長の促進を伴う。細胞伸長は，植物の成長において不可欠のプ

ロセスであり，その原動力は細胞内外の水ポテンシャル差に基づく細胞の吸水であ

る。細胞内の水ポテンシャルは，細胞内浸透溶質に起因する浸透ポテンシャルと，

細胞壁によって生じる壁圧とによって調節される。液胞に蓄積された溶質は細胞内

の浸透ポテンシャルを低下させ，これは細胞の吸水の原動力として働く。一方，細

胞壁は細胞の吸水を抑制し，無制限の吸水による細胞の破壊を防ぐ役割を果たして

いる。吸水を抑制することにより細胞壁に生じる膨圧によって，細胞壁は細胞 1 つ

1 つの形状を安定させる働きを担うことにもなり，また力学的な強度を与えること

で植物細胞，さらには植物体の構造を維持するのに役立ち，病原菌などの外敵に対

しては防壁となる役割をも果たしている。 

細胞壁は形成される時期によって一次細胞壁と二次細胞壁とに分類されており，
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植物細胞の成長中に形成される細胞壁が一次細胞壁，細胞の成長が停止した後にさ

らに付加される細胞壁が二次細胞壁と呼ばれている。二次細胞壁は一次細胞壁に比

べて厚い構造をもつのが一般的であり，セルロースやリグニンの含有率が高い。二

次細胞壁の沈着は，細胞壁の物理的強度をさらに増加させることにより，細胞や植

物体の構造維持，そして外敵に対する防壁という細胞壁の役割はより確固なものに

なる。しかしながら，一次細胞壁では成長中の植物細胞を覆っているために，それ

が常に強固な性質のままでは細胞の吸水が生じにくく，例えば深水条件下の浮稲の

節間伸長のような急速な成長反応は生じ得ない。細胞の伸長がより効率よく達成さ

れる際には，細胞壁は細胞の吸水によって引き延ばされる，すなわち細胞壁が伸展

することが不可欠である。したがって，成長中の組織においては，細胞壁は植物体

の構造維持を担う役割を果たすとともに，必要に応じて部分的あるいは選択的に柔

軟性をもち，伸展性を備えることによって，細胞の吸水を可能にするメカニズムが

なければならない。このような強度と伸展性という相反する性質を両立させる一次

細胞壁の構造は多くの研究者によって模索されてきた。 

 

細胞壁の構造モデルと伸展のメカニズム 

細胞壁の主成分である多糖類は，セルロース，ペクチン，そしてヘミセルロース

の 3 つに大きく分類される。セルロースはグルコースがβ-（1→4）結合によって直
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鎖状に連なった高分子を基本構造とし，地球上で最も多量に存在する炭水化物であ

る。ペクチンは酸性糖であるガラクツロン酸を主として形成される多糖であり，ガ

ラクツロン酸が連なったホモガラクツロナン，そしてガラクツロン酸と中性糖のラ

ムノースからなる多糖であるラムノガラクツロナン I（ペクチン中で最も多い分子

とされる），さらに複雑な構造を持つラムノガラクツロナン II などが知られている。

ヘミセルロースはセルロースとペクチン以外の多様な多糖類の総称である。ヘミセ

ルロースとして見出される多糖の種類は植物によって異なり，例えば，β-（1→4）

結合によって連なったグルコースを主鎖とし，側鎖としてキシロースが結合した構

造をもつキシログルカンは，単子葉植物よりも双子葉植物の細胞壁に多く含まれて

いる。また，グルコースがβ-（1→3）結合およびβ-（1→4）結合によって連なっ

た多糖であるβ-（1→3）（1→4）グルカンはイネ科植物細胞壁に特徴的なヘミセル

ロースであり，これが双子葉植物でみつかった例はほとんどない。細胞壁は，これ

らの多糖類からなるネットワークによって形成されており，主構造となる結晶性の

セルロースからなるミクロフィブリル（微繊維）がヘミセルロースやペクチンから

なる親水性多糖のマトリックスに埋め込まれた構造をもつと考えられている

（Cosgrove 2005）。一次細胞壁の多糖マトリックスを構成するのは，分岐しながら

長く連なったポリマーであり，そのポリマーどうしが非共有結合や物理的なもつれ

などによって相互作用し，マトリックス全体で凝集性のネットワークを形成してい
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ると考えられている。 

細胞壁構造のモデルが提案されるとともに，壁の構造と伸展性との関係について

の検討が行われるようになった。細胞壁を構成する多糖類であるセルロース，ペク

チン，ヘミセルロースのうちどの成分が細胞壁の伸展性と関連があるのか，どのよ

うな変化によって細胞壁が伸展性を得るのかといった細胞壁伸展のメカニズムはま

だ解明されておらず，現在も研究が続けられている。Chanliaud et al.（2002）は，セ

ルロースを合成する細菌である Acetobacter xylinus を用いて，それらがセルロースを

合成する際に培養液に様々な非セルロース性多糖を加えることで細胞壁に類似した

素材を作成させ，それらの力学的性質を調査し，細胞壁の構造と物理的伸展性（外

力による伸展能力）の関係を検討した。培養液に多糖を加えず合成したセルロース

のみを含む素材は，約 450 kPa （= 4.5 kg/cm2）もの高い圧力を加えても破砕せずに

耐えられる強固な素材であったが，一次細胞壁にみられるような伸展性はほとんど

持っていなかった。一方，A. xylinus の培養液にペクチンあるいはヘミセルロースで

あるタマリンド由来のキシログルカンを加えて合成した素材は，セルロースのみの

素材に比べてかなり低い圧力で破砕する程度に強度は減少した（ペクチン-セルロー

ス複合体は約 75 kPa，キシログルカン-セルロース複合体は約 10 kPa，ペクチン-キ

シログルカン-セルロース複合体は約 40 kPa でそれぞれ破砕した）が，物理的伸展

性はペクチンやキシログルカンを付加することで増加し，最大ではセルロースのみ
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の素材の 3 倍程度にまで達した。これらの実験結果は，ミクロフィブリルを形成す

るセルロースは細胞壁の強固な性質の大部分を担っており，細胞壁の物理的伸展性

にはミクロフィブリルを覆いそれらの空間的位置を決めているペクチンやヘミセル

ロースなどのマトリックスポリマーの存在が必要であるとする考えを支持する。セ

ルロースミクロフィブリルどうしをつなぎとめていると考えられているのはヘミセ

ルロースであり，ヘミセルロースはセルロースと結合して強くかつ弾力性のあるネ

ットワークをセルロースとともに形成する役割を担っているようである（Cosgrove 

2005）。ペクチンは，ペクチンポリマー間のカルシウム架橋などを介して親水性の高

いゲル構造を形成することが知られており，少なくとも間接的に，細胞壁構造のネ

ットワーク化に寄与していると考えられる。あるいは，セルロースミクロフィブリ

ルどうしをつなぎとめる役割を担っているのは，ヘミセルロースではなくペクチン

であると提案する研究者もいる（Zhao et al. 2008）。 

では，マトリックスポリマーは細胞壁の伸展にどのように関与しているのか。多

くの研究によって細胞壁伸展のメカニズムに関していくつかのモデルがあげられて

きた中で，主流となったモデルの 1 つが，マトリックスを構成する多糖の加水分解

による壁伸展のメカニズムである。このモデルが提案するのは，マトリックスを構

成する多糖に加水分解酵素が選択的に作用することにより，例えばミクロフィブリ

ルと結合し，その位置を保持しているマトリックス多糖を切断することにより，細
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胞壁の伸展がもたらされるというメカニズムである。細胞壁は，植物の種類や齢に

よって変動するものの，その質量の約 10%がタンパク質で占められており，細胞壁

のマトリックス多糖に作用することのできる加水分解酵素も多数存在する（Fry 

1995，Carpita 1996，Cosgrove 1999）ため，それらが細胞壁の構造変化を導くことに

よって細胞壁の伸展が調節されるという仮説は有力であると思われた。この仮説を

検討するため，いくつかの加水分解酵素について，細胞壁の伸展を引き起こす能力

が in vitro で調査されたが，調査された加水分解酵素の大部分は細胞壁の伸展を誘導

しないか，あるいは伸展するものの短時間で細胞壁を切断することが報告された

（Cosgrove and Durachko 1994，Cosgrove 1999）。したがって，細胞壁に存在する加

水分解酵素は，持続的な細胞壁伸展を誘導する“細胞壁のゆるみ（ cell wall 

loosening）”を引き起こす因子とは考えられないとされた。しかしその一方で，最近

になって細胞壁の伸展を誘導する加水分解酵素も発見されている。アズキ（Vigna 

angularis Ohwi）上胚軸から単離され，キシログルカンヒドラーゼと名づけられた酵

素は，キシログルカンの加水分解に関わる新しいタイプのエンドキシログルカント

ランスフェラーゼであり（Tabuchi et al. 2001），加水分解活性がありながら細胞壁の

伸展を引き起こすことが示された（Kaku et al. 2002）。また，Yuan et al.（2001）は

Trichoderma reesei からエンド-1,4-βグルカナーゼである Ce112A を単離し，これも

また加水分解酵素であるにもかかわらず細胞壁の伸展を引き起こすことを示した。

14 
 



したがって，加水分解酵素によって細胞壁の伸展が引き起こされる可能性は完全に

否定されているわけではない。このメカニズムが植物の成長に関与しているのかに

ついては，さらなる調査が必要であるといえる。 

 

細胞壁のゆるみを引き起こす因子，エクスパンシン 

多糖加水分解酵素による細胞壁伸展メカニズムのモデルに代わって注目されて

いるのが，エクスパンシンと名付けられた細胞壁タンパク質による細胞壁伸展の可

能性である。今日提案されているこのモデルのきっかけとなったのは，植物器官の

成長を促進する水素イオンの作用の発見である。Bonner（1934）は，pH 4.1 の酸性

条件におけるエンバク（Avena sativa L.）子葉鞘切片の成長が，pH 7.2 の条件下に比

べて 8 倍も大きいこと，低 pH によって細胞壁の伸展が誘導されることを示した。

多くの植物において子葉鞘の伸長成長はオーキシン処理によって促進されることが

知られているが，Nitsch and Nitsch（1956）はオーキシン（インドール酢酸：IAA）

の投与に関係なく水素イオンが子葉鞘における細胞伸長を促進することを報告した。

Rayle and Cleland（1970）はエンバク子葉鞘切片の伸長成長に最適な培養液の pH が

約 3.0 であり，このときの最大成長速度および細胞壁の伸展が，最適な濃度の IAA

によって引き起こされる伸長成長に匹敵することを示し，IAA と低 pH による成長

促進作用が細胞壁のゆるみを導く一続きの反応であることを示唆した。その後，子
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葉鞘切片に外部から IAA を供給することによって引き起こされる成長は細胞内か

ら細胞壁への水素イオンの排出，すなわち細胞壁の酸性化を伴うことが示され，こ

の酸性化が細胞壁のゆるみを引き起こし，IAA による成長を可能とする“酸成長仮

説（acid-growth theory）”が提案された（Rayle 1973，Rayle and Cleland 1992）。細胞

壁の酸性化は原形質膜の H+-ATPase によって行われると考えられている。トウモロ

コシ（Zea mays L.）子葉鞘を用いた実験で，IAA は原形質膜内の H+-ATPase 量を急

速に増加させること，IAA によって増加した H+-ATPase 量はタンパク質合成阻害剤

の cycloheximide や mRNA 合成阻害剤の cordycepin によって急激に減少すること，

子葉鞘の成長速度の変化はこれらの原形質膜 H+-ATPase 量の増減と相関を示すこと

が見出され，オーキシンによる細胞壁の酸性化は遺伝子発現レベルで調節されてい

るプロセスであると結論された（Hager et al. 1991）。 

次に，細胞壁の酸性化が細胞壁のゆるみを導くメカニズムについての研究がすす

められた。伸長中の植物の組織を凍結および解凍し，細胞を破壊することによって

膨圧を除去した細胞壁切片を一定張力下においてその伸展量を測定すると，細胞壁

は酸性条件に反応して急速に伸展し，少なくとも 24 時間もの長時間にわたって伸展

し続ける（Cosgrove 1989）。この酸により誘導される細胞壁伸展が，細胞壁の酸性

化による物理的な粘性の変化のみに依存するのか，それとも酵素反応を必要とする

のかが調査された。その方法として，キュウリ（Cucumis sativus L.）胚軸から調製
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した細胞壁を材料とし，異なる温度条件下における細胞壁マトリックス多糖の粘性

の変化と酸が誘導する細胞壁伸展が調査された。20°C と 30°C とでの比較した結果，

酸による細胞壁伸展性の温度変化は，マトリックス多糖の粘性の温度変化よりも大

きいことが明らかになった。また，酸による細胞壁伸展性は，細胞壁を短時間熱処

理することによってほぼ完全に失われた。これらの結果から，酸が誘導する細胞壁

伸展は，酸性化による細胞壁多糖類の物理的特性の変化のみによるのではなく，酵

素反応の特徴を持っていると結論づけられた（Cosgrove 1989）。したがって，細胞

壁の伸展性を pH 依存的に変化させる細胞壁タンパク質が存在することが予想され

た。 

予想された通り，熱処理によって内生のタンパク質を失活させたキュウリ実生細

胞壁切片（酸による伸展性を失う）に，キュウリ実生の細胞壁からのタンパク質粗

精製物を酸性条件下で投与すると，細胞壁の伸展が誘導されることが示された

（McQueen-Mason et al. 1992）。この粗抽出物をさらに精製することによって，細胞

壁の酸による伸展を誘導する活性を持つ分子量 29 kD と 30 kD の 2 つの新規のタン

パク質が得られ（McQueen-Mason et al. 1992），後にエクスパンシンと名付けられた

（Cosgrove and Li 1993）。エクスパンシンが細胞壁のゆるみを引き起こす作用が，セ

ルロースミクロフィブリルをつなぎとめているマトリックスポリマーの加水分解に

起因する可能性が調査されたが，細胞壁の主要構成多糖に対するエクスパンシンの
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加水分解活性は見出されていない（McQueen-Mason et al. 1992，McQueen-Mason and 

Cosgrove 1995）。その後の調査により，エクスパンシンはセルロースミクロフィブ

リルとマトリックス多糖類との間の水素結合を切断することによって細胞壁のゆる

みをもたらし，細胞の吸水に伴う細胞壁の伸展を可能とすることが示唆されている

（McQueen-Mason and Cosgrove 1994）。 

その後，エンバク子葉鞘（Li et al. 1993），トマト葉（Keller and Cosgrove 1995），

トウモロコシ根（Wu et al. 1996）など，さまざまな種・組織・器官においてエクス

パンシンが見出された。また，被子植物のみならず，裸子植物（Hutchinson et al. 1999），

シダ植物である Regnellidium diphyllum や Marsitea quadriffolia（Kim et al. 2000），コ

ケ植物である Physcomitrella patens（Schipper et al. 2002），さらにはタバコ培養細胞

（Link and Cosgrove 1998）にもエクスパンシンが存在することが報告され，現在で

はすべての陸上植物およびおそらく藻類にエクスパンシンが存在すると考えられて

いる（Li et al. 2002）。一方，植物以外の生物からもエクスパンシンの特徴的なアミ

ノ酸配列を備えたタンパク質は発見されている（Laine et al. 2000，Xu et al. 2000，

Saloheimo et al. 2002）ものの，活性のあるエクスパンシンをもつと報告されている

のは植物寄生性の線形動物 Globodera rostochiensis の 1 例のみである（Qin et al. 2004，

Kudla 2005）。 

エクスパンシンは植物細胞の成長の鍵となる内生の調節物質であると考えられ
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ており，それは次の 4 つの証拠に基づいて支持されている（Cosgrove 2000）。1 つ目

は，エクスパンシンは pH 依存の様式で in vitro での細胞壁の伸展を誘導する

（McQueen-Mason et al. 1992，McQueen-Mason and Cosgrove 1995）ということであ

る。2 つ目は，エクスパンシンを生きた細胞に与えると，細胞の伸長を促進すると

いうことである（Fleming et al. 1997，Cosgrove 2000）。これは，エクスパンシンが張

力下の細胞壁切片（in vitro）においてだけでなく，生きた細胞の細胞壁（in vivo）

でも機能することができることを示している。一般にエクスパンシンは細胞壁の中

では非常に量の少ない構成成分で，例えばキュウリ実生においては，エクスパンシ

ンは乾燥重量にして細胞壁のおよそ 5000 分の 1 の割合でしか含まれないが，1/10000

のような少ない量を投与しても細胞壁伸展が誘導されるとされている（Cosgrove 

2000）。3 つ目は，エクスパンシン遺伝子が成長調節において機能するために適時・

適所で発現しているということである（Cho and Cosgrove 1997c）。そして最後に，

アンチセンス法によりエクスパンシン遺伝子の発現量を減少させると成長が阻害さ

れたことがあげられている（Cho and Cosgrove 2000）。以上のことから，エクスパン

シンが実際の植物体で細胞壁伸展を触媒しているという考えは確実視されており，

壁の伸展は細胞の成長に不可欠な現象であるため，エクスパンシンは細胞成長を司

る因子であると考えられるだろう。当初は，植物細胞の伸長成長におけるエクスパ

ンシンの役割が注目されたが，今日ではそれに加えて，葉原基の初期発達（Fleming 

19 
 



et al. 1997，Reinhardt et al. 1998，Pien et al. 2001），果実の軟化（Rose and Bennett 1999），

寄生植物における吸器発達（O’Malley and Lynn 2000）にもエクスパンシンが関わっ

ていることが報告されている。 

 

エクスパンシンスーパーファミリー 

単離されて間もなく，最初のエクスパンシン cDNA の配列が決定され（Shcherban 

et al. 1995），グループ 1 アレルゲンと呼ばれるイネ科植物の花粉アレルゲングルー

プ（Smith et al. 1996）との間にわずかな配列の相同性があることが明らかになった。

これらの花粉タンパク質は，イネ科植物の花粉により誘導される花粉症や季節的な

喘息の原因として 1980 年代半ばに同定されていた（Knox and Suphioglu 1996）。こ

の花粉タンパク質とエクスパンシンの相同性は，いくつかの示唆を含んでいる。第

一に，グループ 1 アレルゲンが細胞壁のゆるみを引き起こす作用をもっている可能

性があるということであり，その in vivo での役割は，細胞壁を構造的に柔らかくす

ることにより，花粉管が柱頭や花柱を貫通するのを促進することであると考えられ

ている（Cosgrove et al. 1997）。この仮説を支持する結果として，トウモロコシのグ

ループ 1 アレルゲンである Zea m 1 はイネ科植物の細胞壁伸展を誘導する活性を有

することが報告されている（Li LC et al. 2003）。イネ科植物以外の植物から抽出した

花粉タンパク質にはエクスパンシンのような細胞壁を緩ませる活性が見られなかっ
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たこと（Cosgrove et al. 1997），エクスパンシンと相同性を示す花粉アレルゲンはイ

ネ科植物に限られていたことから第二に示唆されるのは，花粉において分泌される

エクスパンシンによって花粉管の貫通が促進されるというのは，顕花植物ではイネ

科植物にのみ見られる特徴であるのかもしれないということである（Cosgrove 

2000）。第三にあげられるのは，グループ 1 アレルゲンはイネ科植物の細胞壁に特異

的に働く可能性である。これは，イネ科植物の細胞壁が他の植物の細胞壁とはいく

つかの点で異なっているためである。イネ科植物の細胞壁には，双子葉植物で一般

的にみられるマトリックス多糖（キシログルカンやペクチン）が少なく，著しく分

岐したキシランやβ-（1→3）（1→4）グルカンが多く存在する（Carpita 1996）。し

たがって，イネ科に特異的に存在するこれらの多糖類がグループ 1 アレルゲンのタ

ーゲットになっている可能性が考えられる。 

このように，エクスパンシンファミリー内にサブファミリーが存在することが明

らかになり，最初にキュウリ実生から単離されたエクスパンシンと系統学的に関連

しているエクスパンシンのグループはαエクスパンシン，グループ 1 アレルゲンと

関連しているグループはβエクスパンシンと呼ばれ区別されるようになった。この

2 つのサブファミリーは，分子量の点で類似しており，およそ 25 から 28 kD である。

アミノ酸配列の同一性は 20 から 25%であり，いくつかの特徴を共有している。そ

の特徴としてあげられるのは，シグナルペプチド，N 末端領域に保存されている一
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連のシステイン残基，C 末端領域に保存されている一連のトリプトファン残基であ

る。さらに，タンパク質の中央部にはヒスチジン-フェニルアラニン-アスパラギン

酸からなる HFD モチーフと呼ばれる保存配列が認められ，この部位は触媒ドメイン

であると考えられており（Lee and Kende 2002），ファミリー45 エンドグルカナーゼ

と低いながらも有意な相同性を示す（Cosgrove 2000）。相違点としてあげられるの

は，グリコシル化モチーフの有無である。このモチーフは，αエクスパンシンには

存在せず，βエクスパンシンの配列に存在することがいくつかの報告によって示さ

れているが，エクスパンシンの作用におけるグリコシル化の重要性は明らかになっ

ていない（Cosgrove et al. 2002）。 

さらに，活性の有無はわかっていないものの，α，βエクスパンシンのような典

型的なエクスパンシンサブファミリーに類似した配列を有するタンパク質グループ

も発見されている。Li et al.（2002）がシロイヌナズナで同定したγエクスパンシン

は，α，βエクスパンシンの N 末端側のみを持ち，HFD モチーフを持たないタンパ

ク質のグループである。これまでに細胞壁伸展を誘導する活性を示すγエクスパン

シンは見つかっておらず（Ceccardi et al. 1998，Li et al. 2002），これらのタンパク質

はナトリウム排出ペプチドとして機能し，植物細胞の水分バランスを調節する可能

性が示唆されている（Maryani et al. 2001，Ludidi et al. 2002）。イネで同定されたσ

エクスパンシンサブファミリーは，βエクスパンシンの C 末端側のみを持つタンパ
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ク質のグループである（Li Y et al. 2003）。この C 末端部はセルロース結合ドメイン

と相同性があること，そしてσエクスパンシンがシグナルペプチドを有することか

ら，σエクスパンシンは細胞壁に何らかの作用を示すと予想されているが，その機

能はわかっていない。 

その後，エクスパンシンファミリーの命名法が新たに提案された（Kende et al. 

2004）。従来，αエクスパンシンと呼ばれていたサブファミリーはEXPA（EXPA），

βエクスパンシンはEXPB（EXPB）と新たに命名され，個々のメンバーは属と種の

頭文字と，発見された順番に従う番号をとって命名されるようになった。例えば，

イネ（Oryza sativa）のαエクスパンシン（EXPA）で最初に発見されたものはOsEXPA1

（OsEXPA1）と呼ばれる。この命名法はその後多くの研究において積極的に用いら

れるようになっている。 

現在のところ，その活性が明らかにされていることやグループの大きさの点から，

サブファミリーとして十分に確立されているのは EXPA（αエクスパンシン）と

EXPB（βエクスパンシン）の 2 つのグループである。シロイヌナズナ（Arabidopsis 

thaliana）とイネは完全なゲノム配列が明らかになっており，それぞれの植物が構成

するエクスパンシンファミリーについては詳細に調査されている（Li Y et al. 2003）。

シロイヌナズナは，エクスパンシンタンパク質をコードすると考えられる 38 のオー

プンリーディングフレーム（ORF）をもち，そのうち 26 個は EXPA，8 個は EXPB
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であるとされている。一方，イネでは 80 個ものエクスパンシンの ORF が推定され，

EXPA は 32 個，EXPB は 24 個である。シロイヌナズナが双子葉植物を代表している

とすれば，EXPB はイネ科植物において特に多様性を示しているということが考え

られ，イネ科植物のマトリックスポリマーにおける細胞壁の特異性と，何らかの関

連性を持っているのかもしれないと考えられている（Cosgrove 1999，Li Y et al. 2003）。 

 

浮稲におけるエクスパンシン研究 

浮稲節間の深水条件下の急激な伸長の植物ホルモンによる調節の研究，そして細

胞学的研究が進められるととともに，細胞壁伸展性の変化の重要性も注目されるよ

うになった。Kutschera and Kende（1988）は，深水処理した節間と気中培養した節

間とで細胞壁の物理的伸展性を比較し，深水条件下での節間の急速な伸長が，細胞

壁伸展性の増加と関係していることを報告した。その後，エクスパンシンが細胞壁

のゆるみ，すなわち細胞壁伸展性の増加を引き起こす活性をもつとして同定された

（McQueen-Mason et al. 1992）ことにより，浮稲の深水条件下での急激な節間伸長に

エクスパンシンが関与している可能性が検討されるようになった。そして 1997 年に，

キュウリエクスパンシン（CsEXPA）に対する抗体によるイムノブロットを指標と

して，浮稲の節間から分子量 24.5 kD の 2 つの EXPA タンパク質が単離された（Cho 

and Kende 1997a）。この結果をうけて，次にこれらのイネ EXPA タンパク質と細胞
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伸長の関連についての研究が行われた。CsEXPA に対する抗体によるイムノブロッ

トに基づき，イネ EXPA は主に浮稲節間の分裂組織や伸長部位に存在していること，

深水処理した節間の細胞壁は気中培養した節間の細胞壁に比べて多くのエクスパン

シンタンパク質を有することが見出された。また，深水処理した節間の細胞壁はイ

ネ EXPA の作用に対する反応性が高いことも示された。以上の結果より，深水条件

での急激な節間伸長にエクスパンシンが関与している可能性が初めて示唆された

（Cho and Kende 1997b）。 

イネのαエクスパンシン遺伝子（EXPA）に関する研究も行われている。Scherban 

et al.（1995）によって 2 つのイネ EXPA の cDNA の全長が得られたのをはじめとし

て，イネαエクスパンシン遺伝子（OsEXPA）の cDNA の配列が次々と決定された。

Cho and Kende（1997b）によって OsEXPA1，Scherban et al.（1995）によって OsEXPA2

と OsEXPA3 が同定された。Cho and Kende（1997a）が単離した 2 つのイネ EXPA は，

単離した段階で 1 つは OsEXPA1 によってコードされていることが明らかになり，も

う 1つは OsEXPA2と相同性の高い遺伝子によってコードされていることが見出され

た。この後者の遺伝子は後に 4 番目の OsEXPA として同定された（OsEXPA4；Cho and 

Kende 1997c）。4 つの OsEXPA は子葉鞘，根，葉，節間によって器官特異的に発現し，

成長部位においては OsEXPA1，OsEXPA3，OsEXPA4 の高い発現がみられることが示

され，これら 3 つの遺伝子の発現がみられる部位の細胞壁では，酸性条件によって
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大きな伸展が誘導されることも示された。したがって，これら 3 つの遺伝子の発現

はそれぞれの器官における伸長現象に関与している可能性が示唆されている。また，

浮稲節間の急激な伸長を引き起こすジベレリン処理や深水処理においては，節間内

で OsEXPA4 の mRNA の蓄積が誘導されることも示されており，この遺伝子の発現

と節間の急激な伸長との関係も注目されている。一方，OsEXPA2 は非伸長部位で多

く発現していることが示され，維管束系の分化や根毛の分化・成長との関連が示唆

されている。最新の研究では OsEXPA1-4 に加えて，イネの EST データベースおよ

びゲノムデータベースより新たに 22 個のイネ EXPA 遺伝子（OsEXPA5-26）が同定

され，それぞれの発現パターンが調査された（Lee and Kende 2002）。新たに同定さ

れた遺伝子のうち 5 つは節間や葉で発現しており，3 つは子葉鞘で，9 つは根で，そ

れぞれの器官の成長部位で高レベルに発現していることが示された。EXPB につい

てもイネ EST データベースおよびゲノムデータベースから 14 個の遺伝子が同定さ

れ，浮稲での発現パターンが調査され，これらのうち 5 つの EXPB が節間で発現し

ており，成長部位で特に転写レベルが高いことが示された（Lee and Kende 2001）。 

エクスパンシンタンパク質の局在性やエクスパンシン遺伝子の発現が成長と相

関を示すのに対し，エクスパンシンを過剰に発現させる試みでは予想とは反する結

果が得られている。イネのαエクスパンシン遺伝子である OsEXPA4 の浮稲節間での

転写量の増加は，ジベレリン処理あるいは深水による成長速度の増加よりも先に生
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じる現象である（Cho and Kende 1997c）ことや深水条件下での子葉鞘の成長促進の

際にも OsEXPA4 の mRNA の蓄積がみとめられる（Huang et al. 2000）ことに注目し，

Choi et al.（2003）は OsEXPA4 が成長に重要なエクスパンシンであることを前提と

して，恒常的な発現を誘導するユビキチンプロモーターの制御下で OsEXPA4 をイネ

（cv Taipei 309）で過剰に発現させる試みを行った。その結果，OsEXPA4 を含まな

いベクターのみを導入したコントロール植物と比べて，OsEXPA4 を過剰に発現させ

た植物のうちで草丈が大きくなった個体は全体の 12%に過ぎず，大部分はコントロ

ールよりも小さくなった（Choi et al. 2003）。キュウリのエクスパンシン遺伝子であ

る CsEXPA1 を導入し，過剰に発現させたトマトでも，同様に成長阻害が生じたこと

が報告されている（Rochange et al. 2001）。 

以上のように，浮稲のエクスパンシンに関してかなりの情報が得られているもの

の，その多くはエクスパンシン遺伝子の発現に関連している。それぞれの組織の成

長部位で高レベルに発現しているエクスパンシン遺伝子が存在することは，組織の

成長，すなわち細胞伸長に不可欠な細胞壁の伸展にそれらのエクスパンシンが関与

していることを示唆している。しかしながら，エクスパンシン遺伝子を導入した植

物体の成長にみられるように，単にエクスパンシンタンパク質の量が増加しただけ

で細胞の伸長成長が促進されるとは限らず，エクスパンシンが媒介する細胞壁伸展

は，実際にはより複雑な制御下にある可能性が強い。したがって，エクスパンシン
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による細胞壁伸展の調節を明らかにするには，個々のエクスパンシンに注目した発

現量の調査に加えて，それら全てのエクスパンシンの作用の総体としてのエクスパ

ンシン活性を考慮すべきである。 

本研究は，実際に成長が起きている部位において，総体としてのエクスパンシン

活性とエクスパンシンに対する細胞壁の反応性をそれぞれ調査し，浮稲節間の伸長

調節におけるエクスパンシンの役割を明らかにすることを目的とした。第 1 章では，

深水条件下の茎切片の節間と気中培養した茎切片の節間それぞれにおいて，酸性条

件下での節間組織の伸長，細胞壁の酸による伸展（内生のエクスパンシンが媒介す

る細胞壁伸展），エクスパンシン活性，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調

査し比較することで，浮稲節間の深水条件下での急激な伸長におけるエクスパンシ

ンの関与について検討した。第 2 章では，深水条件から空気中に移した茎切片の節

間と深水条件下に維持した茎切片の節間とで同様の調査を行い，それらと節間伸長

速度の変化との関係を検討することにより，浮稲節間の伸長調節におけるエクスパ

ンシンの役割について考察した。また，このときの節間細胞壁の組成の変化を分析

し，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性と壁構造との関係を検討した。第 3 章

においても細胞壁のエクスパンシンに対する反応性と壁構造の関係について調査を

行い，特に細胞壁中におけるフェノール化合物の蓄積がエクスパンシンに対する細

胞壁の反応性に及ぼす影響について検討した。 



 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 章 

浮稲の節間伸長における酸が誘導する成長とエクスパンシンの作用の関与 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



緒言 

 

浮稲節間の成長部位において発現しているエクスパンシン遺伝子は多数報告され

ており，それらの遺伝子のいくつかは深水条件やジベレリンの投与によって発現が

上昇することが見出されている（Cho and Kende 1997c，Lee and Kende 2001，Lee and 

Kende 2002）。これらの結果は，深水条件下での節間伸長にエクスパンシンが関与し

ている可能性を示唆するが，これらの遺伝子の産物であるそれぞれのエクスパンシ

ンタンパク質が細胞壁のゆるみ（細胞壁伸展性の増加）を導く作用を実際に有して

いるのかについては未だに明らかではない。さらに，エクスパンシンが深水条件下

での節間伸長に関与しているとすると，節間組織の伸長は酸性条件下で促進される

と考えられるが，それを実証した研究はまだない。 

そこで，本章ではまず，深水条件下で培養した茎切片の節間と気中で培養した茎

切片の節間それぞれにおいて，酸性条件下での節間組織の伸長を調査し，深水条件

下での節間伸長にエクスパンシンが関与している可能性について検討した。次に，

それぞれの節間における酸による細胞壁の伸展性を比較し，エクスパンシンが媒介

する細胞壁の伸展にどのような差がみられるかについて調査した。最後に，その細

胞壁伸展性の差を生じさせる要因を検討するため，細胞壁タンパク質中のエクスパ

ンシン活性とエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調査した。 
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材料と方法 

 

植物材料 

浮稲（Oryza sativa L. cv. Habiganj Aman II）の穎果を次亜塩素酸ナトリウムおよび

少量の Tween 20 を含む消毒液に 30 分間浸した後，水道水に浸して 27°C・暗所で吸

水させ，2 日後に播種した。篩った土 10 ℓ に対して化成肥料（N:P:K = 8:8:8）を 15 g

加えてよく混合したのち，穴付きのポット（1 ℓ プラスチックビーカー）8 個に均等

に入れて圧縮し，ポット当たり 2 粒あるいは 4 粒を播種した。播種後，細かく篩っ

た土をポット当たり 100 ml ずつ加えてならした後に圧縮し，畑状態で栽培した。約

7 葉期（播種後およそ 1 か月後）に，24 ℓ コンテナに移植した。コンテナ当たり 8-8-8

化成肥料 12.5 g を施肥し，2 ポットずつ移植して湛水状態で栽培した。播種後 2-3

か月後の植物体の主稈および分げつを，上位から数えて第二節の下部 2 cm，上部 18 

cm の部位で切断し，最上位節間を含む長さ 20 cm の茎切片を作成した（Raskin and 

Kende 1984a）。 

 

茎切片の深水処理 

茎切片を 100 ml プラスチックビーカーに立て，ガラスビーズで固定した後，蒸留

水で満たした容量 1 ℓ のシリンダ（深さ 50 cm，内径 5 cm）内に沈めた（深水処理）。

対照として，茎切片を立てたプラスチックビーカーに 30 ml の蒸留水を加え，その
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ビーカーを上述したシリンダ内あるいは高さ 60 cm，内径 20 cm のシリンダ内に固

定し，そのシリンダをエチレンフリーの加湿空気で通気した（気中培養）。エチレン

フリーの加湿空気は，KMnO4 でコートしたアルミナ（2-4 mm）をつめた長さ 20 cm

のカラム内を通過させた空気を水中でバブリングさせることによって得た（Azuma 

et al. 2003）。これらの茎切片を 27°C，100 μmol m-2 sec-1 の蛍光灯下で 3 日間培養を

行った。 

 

節間切片の伸長の測定 

深水処理した茎切片中の節間組織の基部 2 cm の切片を切り出した。その切片を紙

やすりで穏やかにアブレイドした後，回転角度計（MODEL 1608；Shinko Denki，

Kobe），トランスデューサー（MD-3000；Shinko Denki）とそれに接続したコンピュ

ーター（Dimension 4500C；DELL）を用いて切片の伸長成長を連続的に測定した（図

1.1）。節間切片を 50 mM 3,3-ジメチルグルタル酸（3,3-DMGA） / NaOH 緩衝液，pH 

7.0 中で 30 分間伸長させた後に，緩衝液を pH 4.5-7.0 の同緩衝液に交換し，切片の

伸長量を測定した。 

節間組織の酸が誘導する成長反応についての調査には，深水処理あるいは気中培

養した茎切片中の節間組織の基部 5 cm から 1 cm ずつの切片を切り出して測定に供

した。また，深水処理した茎切片については，節間組織の最上部 1 cm の切片も切り

出した。それらの切片を穏やかにアブレイドした後，上述した伸長測定装置を用い
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て切片の伸長成長を連続的に測定した。節間切片を 50 mM 3,3-DMGA / NaOH 緩衝

液，pH 7.0 中で 30 分間伸長させた後，緩衝液を pH 5.5 の同緩衝液に交換し，切片

の伸長量を測定した。 

 

節間細胞壁の酸による伸展の測定 

深水処理あるいは気中培養した茎切片中の節間組織の基部 5 cm を 1 cm ずつの切

片に分けて切り出した。また，深水処理した茎切片については，節間組織の最上部

1 cmの切片も切り出した。これらの 1 cm切片を液体窒素で凍結し，-35°C で保存し，

細胞壁伸展の測定および後述するエクスパンシン活性やエクスパンシンに対する細

胞壁の反応性の測定に供した。 

細胞壁伸展の測定は，Cosgrove（1989）の方法を参考にして行った。凍結した切

片（長さ 1 cm）の表層を紙やすりでアブレイドした。次に，節間切片を幅 2 mm と

なるよう縦方向に切断し，2 枚のガラス板でプレスした。この節間切片（長さ 1 cm，

幅 2 mm）を，角変位トランスデューサーを備えた細胞壁伸展測定装置に固定し，

それに接続したコンピューターを用いて細胞壁の伸展（クリープ）を連続的に測定

した（図 1.2）。測定中，節間切片に対して 10 g の一定張力を与えた。 

酸が誘導する細胞壁の伸展の測定は，以下のように行った。前処理として節間切

片を 50 mM N-［2-ヒドロキシエチル］ピペラジン-N’-［2-エタンスルホン酸］（Hepes） 

/ Hepes-ナトリウム緩衝液，pH 6.8 中で 20 分間伸展させた後，緩衝液を 50 mM 酢酸

32 
 



ナトリウム緩衝液，pH 4.5 に交換して細胞壁の伸展を測定した。 

 

節間細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性の測定 

Cosgrove and Li（1993）の方法を参考にして，節間細胞壁タンパク質を抽出した。

長さ 1 cm の節間切片 20 個に 1 ml の緩衝液 A（15 mM リン酸ナトリウム，pH 6.0）

を加えてホモジナイズした。そのホモジネートを 5 分間遠心分離した。得られたペ

レットを緩衝液 A による懸濁および遠心分離で 3 回洗浄した。洗浄後のペレットを

1 ml の緩衝液 B（50 mM Hepes，pH 7.0，1 M NaCl，2 mM EDTA，0.2 mM sodium bisulfite

を含む）で懸濁し，4°C で 1 時間静置して細胞壁タンパク質を可溶化した。15 分毎

に穏やかに混和し，懸濁状態を保った。その後遠心分離を行い，上澄みを集めて 4°C

で保存した。遠心分離は全て 4°C，8500 g で行った。細胞壁タンパク質の定量は，

牛血清アルブミン（BSA）をスタンダードとしてブラッドフォード法（Bradford 1976）

で行った。 

節間細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性の測定は，検定植物材料として播

種 4 日後の黄化キュウリ胚軸の先端 1cm 部分を用いて行った。検定植物に浮稲では

なくキュウリを用いたのは，キュウリ胚軸細胞壁がエクスパンシンに対してより強

く反応するからである（Cho and Kende 1997a）。凍結したキュウリ胚軸を紙やすりで

アブレイドし，1 分間ボイルして内生の細胞壁タンパク質を失活させた。この胚軸

切片を上述した細胞壁伸展測定装置に固定し，50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液，pH 4.5
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中で 20 分間細胞壁を伸展させた後，前処理の緩衝液を，イネ節間細胞壁タンパク質

を含む同緩衝液に交換して細胞壁伸展を測定した。 

 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性の測定 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性の測定は，播種 4 日後の黄化キュウ

リ胚軸の先端 4 cm 部分から抽出した細胞壁タンパク質を用いて行った。細胞壁の反

応性の測定に浮稲由来のタンパク質ではなくキュウリ由来のタンパク質を用いたの

は，キュウリ胚軸から抽出した細胞壁タンパク質の方が，浮稲節間から抽出した細

胞壁タンパク質よりも，イネ細胞壁に与えたときのエクスパンシン活性が高いから

である（Cho and Kende 1997a）。ボイルして内生の細胞壁タンパク質を失活させた節

間切片を上述した細胞壁伸展測定装置に固定し，前処理を行った後，キュウリ胚軸

由来の細胞壁タンパク質を含む同緩衝液に交換して細胞壁伸展を測定した。 

キュウリ胚軸の細胞壁タンパク質の抽出は以下のように行った。キュウリ

（Cucumis sativus L. cv. Jihai-kyuri）種子を湿らせたバーミキュライト上に播種し，

実生の地上部の長さが 5 cm 以上に達する（およそ播種 4 日後）まで 27°C・暗所で

栽培し，胚軸先端 4 cm 部分を切り出して液体窒素で凍結して-35°C で保存した。胚

軸切片約 80 本に緩衝液 A を 4 ml 加えてホモジナイズし，洗浄後のペレットを 2 ml

の緩衝液 B で懸濁した。懸濁液を上述したように静置して細胞壁タンパク質を可溶

化したのち，遠心分離後の上澄みを 4°C で保存した。 
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結果 

 

節間組織の酸による伸長 

3 日間深水処理した茎切片の伸長中の節間組織の基部 2 cm の切片を用いて，節間

の伸長に及ぼす pH の影響を調査した。pH 7.0 の緩衝液で 30 分間前培養を行った後

に，pH 4.5-7.0 の緩衝液に交換し，節間組織の伸長を 30 分間連続的に測定した。節

間伸長は pH 6.0 以下で促進され，pH 5.5 の弱酸性の条件下で最大の節間伸長がみら

れた（図 1.3）。この pH を節間伸長の最適な pH とみなし，次に深水処理した茎切片

の節間と気中培養した茎切片の節間とで酸性条件下の伸長量を比較した。これらの

茎切片に含まれる節間組織は，3 日間の培養によって深水処理では 70.4±2.7 mm

（n=18），気中培養では 1.8±0.2 mm（n=17）伸長した。培養後の茎切片の節間組織

基部 0~5 cm から長さ 1 cm の節間切片を切り出し，pH 5.5 での伸長量を上記と同様

の方法で測定し，部位別に比較した。また深水処理した節間では，深水処理を行う

前から存在していた部位として最上部 1 cm から切り出した節間切片の酸性条件下

での伸長量も測定した。気中培養した節間では，基部の 0-2 cm から得た切片が酸性

条件下でごくわずかに伸長したのみであったのに対し，深水処理した節間では基部

0-4 cm から得た切片において伸長がみられ，特に 0-2 cm 部分の切片の伸長は，気中

培養した節間から得た切片の伸長と比較して非常に大きかった（図 1.4）。 
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節間細胞壁の酸による伸展 

次に，節間細胞壁の酸が誘導する伸展を調査した。3 日間深水処理あるいは気中

培養した茎切片の節間から得た切片を凍結および解凍し，細胞を破壊して膨圧の影

響を除去することで，細胞壁伸展を測定するための切片を得た。この切片に 10 g の

一定張力を与え，前培養として 50 mM Hepes / Hepes ナトリウム緩衝液（pH 6.8）中

で 20 分間伸展させた後，緩衝液を 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換

して 30 分間の細胞壁伸展量を測定し，部位別に比較した（図 1.5）。深水処理した

節間では，深水処理中に新たに生じた部位である基部 0-5cm において高い細胞壁伸

展性が認められ，基部 0-1 cm の部位の細胞壁伸展性が最も高く，基部から遠ざかる

につれて減少した。一方，気中培養した節間では，基部の 0-1cm のみで他の部位に

比べて高い細胞壁伸展性がみられた。深水処理した節間と気中培養した節間を比較

すると，いずれの部位でも酸による細胞壁伸展性は深水処理した節間の方が高かっ

た。 

 

節間細胞壁タンパク質のエクスパンシン活性およびエクスパンシンに対する細胞

壁の反応性 

深水処理した節間および気中培養した節間の細胞壁の酸による伸展性（図 1.4）

は，内生のエクスパンシン活性とエクスパンシンに対する細胞壁の反応性とによっ

て調節されていると考えられる。そこで，次に節間細胞壁タンパク質中のエクスパ
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ンシン活性と，エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性を分けて測定し，細胞

壁の酸による伸展性に対するそれぞれの寄与を調査した。 

節間細胞壁の酸による伸展性の調査と同様に，深水処理した節間および気中培養

した節間から長さ 1 cm の節間切片を作成し，それらの節間切片から細胞壁タンパク

質を抽出した。細胞壁タンパク質量を切片あたりで比較すると，深水処理した節間

と気中培養した節間との間には全ての部位で有意な差はみられなかった（図 1.6）。

部位別での変化は，どちらの節間も基部 0-1 cm で細胞壁タンパク質量が最も多く，

1-5 cm の各部位では一定量を保っていた。深水処理した節間の最上部 1 cm の部位

では，節間基部 0-1 cm に次いで細胞壁タンパク質量が高かった。 

これら節間細胞壁から抽出したタンパク質中のエクスパンシン活性の調査を試み

た。まず，細胞壁タンパク質の抽出に用いた塩化ナトリウムがエクスパンシン活性

にどの程度の影響を及ぼすのかについて検討するため，塩化ナトリウムを投与した

条件での酸による節間細胞壁の伸展量を測定した（図 1.7）。塩化ナトリウム濃度の

上昇に伴って酸による細胞壁伸展性は減少した。節間細胞壁タンパク質中のエクス

パンシン活性を測定する際に，細胞壁タンパク質の抽出液と酸性緩衝液（この場合

は 100 mM 酢酸ナトリウム緩衝液，pH 4.5）を等量混合して測定に供した場合，混

合後の緩衝液中の塩化ナトリウム濃度は 0.5 M となる。その条件下でエクスパンシ

ンが媒介する細胞壁の伸展量は，塩化ナトリウムが存在しない場合と比較して，約

25%減少することが予想される（図 1.7）。この程度の阻害は，深水処理した節間と
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気中培養した節間それぞれから抽出した細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性

を比較する上で重大な問題とはならないと判断し，上記の方法によって節間細胞壁

タンパク質中のエクスパンシン活性を測定することとした。 

次に，ボイルすることによって内生の細胞壁タンパク質を失活させたキュウリ胚

軸に，酸性条件下で浮稲節間細胞壁タンパク質を（10 μg）与えることにより誘導さ

れる細胞壁伸展量を測定し，それをエクスパンシン活性とした。測定の結果を図 1.8

に示す。節間細胞壁のエクスパンシン活性は，深水処理した節間と気中培養した節

間とで有意な差がなく，両節間共に基部 0-1 cm で最も高く，基部から遠ざかるにつ

れて徐々に減少した。 

節間細胞壁の酸による伸展は，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性によって

も調節されると考えられる。そこで，深水処理あるいは気中培養をした茎切片から，

細胞壁伸展性を調査した実験と同様に長さ 1 cm に切り出し，凍結および解凍して調

製した節間切片のエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調査した。ボイルによ

って内生のエクスパンシンを失活させた節間切片に，キュウリ胚軸由来の細胞壁タ

ンパク質を酸性条件下で与えることよって誘導される細胞壁の伸展量を測定し，エ

クスパンシンに対する節間細胞壁の反応性とした（図 1.9）。気中培養した節間と比

較して，深水処理した節間の基部の 0-4 cm の部位でエクスパンシンに対する細胞壁

の反応性が高かった。 
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考察 

 

深水条件下の急激な節間伸長におけるエクスパンシンの関与 

深水条件下で伸長中の節間組織は，弱酸性条件（pH 5.0-5.5）に反応してその伸長

が促進され（図 1.3），最適な pH の下での節間切片の伸長量を深水処理あるいは気

中培養した茎切片の節間組織で比較した結果，深水条件下の節間は酸に反応して伸

長する部位が拡大し，その伸長量も増大していることが見出された（図 1.4）。この

ときの酸が誘導する細胞壁の伸展性（内生のエクスパンシンが媒介する細胞壁の伸

展性）もまた，気中培養した節間に比べて深水処理した節間の方が調査したすべて

の部位で高かった（図 1.5）。これらの結果は，浮稲節間の深水条件下の急速な伸長

がエクスパンシンの作用によって媒介されている可能性を示唆する。 

酸が誘導する節間組織の伸長は，実質的には深水処理した節間の基部 0-2 cm のみ

でみられた（図 1.4）のに対し，酸が誘導する節間細胞壁の伸展は，その程度には

幅があるものの，深水処理した節間および気中培養した節間の調査した部位すべて

で認められた（図 1.5）。また，本研究の結果，節間切片の伸長に最適な pH は 5.5

であった（図 1.3）が，節間細胞壁の伸展は，中性条件下での伸展に比べて，pH 4.5

あるいはそれ以下で有意に促進されることが報告されている（Cho and Kende 1997a）。

このように，節間組織と細胞壁それぞれの伸長能力の部位別の分布，そして pH 依

存性は異なっているが，その差が生じた理由として以下のことが挙げられる。節間
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細胞壁の伸展は十分な張力を与えて測定したため，その伸展量は細胞壁が持つ潜在

的な伸展能力を表すと考えられる。対照的に，節間組織の伸長量の測定の際には細

胞は膨圧を保持しており，張力を与えずに伸長量を測定した。すなわち，この方法

によって測定されるのは，細胞の浸透ポテンシャルと細胞壁伸展性とによって決定

される節間組織の成長能力である。これらの違いによって，酸が誘導する節間組織

の伸長の部位による変化や pH 依存性が，酸が誘導する細胞壁伸展性のそれらと完

全に一致しないという結果がもたらされたのかもしれない。 

深水処理した茎切片の節間と気中培養した茎切片の節間の細胞壁の酸による伸展

性の差（図 1.5）をもたらす原因の候補として，節間細胞壁中のエクスパンシン活

性を比較したが，節間細胞壁タンパク質量（図 1.6）や細胞壁タンパク質中のエク

スパンシン活性（図 1.8）に差はみられなかった。一方，Cho and Kende（1997b）は，

キュウリエクスパンシン（CsEXPA1）に対する抗体をプローブとして用いたイムノ

ブロットによって，深水処理した節間および気中培養した節間のエクスパンシンタ

ンパク質量を調査し，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性に加えて，エクスパ

ンシンタンパク質量もまた細胞壁の伸展性の調節に関係していると報告した。確か

に CsEXPA1 抗体は少なくとも 2 つのイネの EXPA タンパク質を認識することは示

されている（Cho and Kende 1997a）が，浮稲節間では少なくとも 5 つの EXPA 遺伝

子および 8 つの EXPB 遺伝子が発現しており（Lee and Kende 2001，2002），CsEXPA1

抗体がそれらを認識することができるかについては明らかではない。また，Cho and 
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Kende（1997b）によるイムノブロットの結果では，エクスパンシンタンパク質は深

水処理した節間および気中培養した節間の基部 1 cm のみに限られており，一方

EXPA および EXPB 遺伝子のいくつかは節間基部 1 cm だけでなく，他の部位でも発

現することが報告されており（Lee and Kende 2001，2002），本研究においてもそれ

らの部位でのエクスパンシン活性がみられた（図 1.8）。したがって，キュウリエク

スパンシンに対する抗体を用いたイムノブロットに基づいたエクスパンシンタンパ

ク質量は，必ずしもエクスパンシン活性の確かな指標にはならないといえるだろう。 

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性は，深水処理した節間の方が気中培養し

た節間に比べて基部 0-4 cm の広い範囲で高かった（図 1.9）。したがって，深水条件

下で伸長中の節間の高い細胞壁伸展性は，エクスパンシン活性によってよりも，主

にエクスパンシンに対する細胞壁の反応性によって調節されていることが示唆され

る。また，深水処理した節間のエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高かった

部位は，深水条件下の節間の伸長部位とおおよそ一致する。したがって，深水条件

下での急激な節間伸長において，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性が重要な

役割を担っている可能性が示唆される。この可能性について，第 2 章でさらに検討

した。 

 

エクスパンシンに対する反応性を調節する因子 

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調節する因子の 1 つとして考えられる
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のは，細胞壁を構成する多糖類の組成である。エクスパンシンは，細胞壁のセルロ

ースとヘミセルロースとの間の水素結合を切断することによって細胞壁の伸展を誘

導すると考えられている（McQueen-Mason and Cosgrove 1994）ため，ヘミセルロー

スの組成の変化がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化をもたらすかもし

れない。Azuma et al.（1996）は，深水条件下で急速に伸長中の節間と空気中でゆる

やかに伸長中の節間において細胞壁の組成を部位別に分析した。深水処理した節間

および気中培養した節間のいずれも，節間の伸長部位に相当する領域では，非セル

ロース性中性糖のうちでグルコースの占める割合が最も高く，それは本研究でエク

スパンシンに対する細胞壁の反応性が高かった部位（図 1.9）にほぼ一致している。

一方，すでに伸長を終えた領域ではキシロースの占める割合が高く，そのような部

位ではエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が低かった（図 1.9）。したがって，

これらの構成多糖成分の変化が，エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性を調

節する可能性が示唆される。この可能性について，第 2 章でさらに検討した。 

もう 1 つの候補としてあげられるのは，細胞壁中のフェノール酸化合物である。

イネ科植物細胞壁には，フェルラ酸や p クマル酸といったフェノール酸化合物がか

なりの量存在し，それらはマトリックス多糖類とエステル結合している（Harris and 

Hartley 1976；Shibuya 1984）。フェルラ酸はペルオキシダーゼのカップリング反応に

よってジフェルラ酸へと変化し，その反応によって細胞壁マトリックスの架橋が形

成され，細胞壁伸展性の減少が導かれると考えられている（Fry 1986）。Azuma et al.
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（2005a）は，2 日間深水処理あるいは気中培養した茎切片の節間細胞壁中の p クマ

ル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸の分布を部位別に調査した。節間細胞壁における

これらのフェノール酸化合物の蓄積がみられた部位は，エクスパンシンに対する細

胞壁の反応性が低かった部位とおよそ一致したことから，両者の間の相関が示唆さ

れる。これについては第 2 章および第 3 章でさらに検討を行った。 

 

深水条件下での浮稲節間の急激な伸長と酸成長仮説との関係 

本研究において，深水条件下の浮稲茎切片の節間から得た切片の伸長が酸性条件

によって促進されること（図 1.3），深水処理した節間は気中培養した節間よりも酸

性条件下での組織の伸長能力（図 1.4）および細胞壁の酸による伸展性（図 1.5）が

高いことが示された。これらの結果および節間細胞壁の伸展性は酸性条件によって

増大すること（Cho and Kende 1997a）から，深水条件下での浮稲節間の急激な伸長

反応は，酸成長仮説が提案する細胞伸長のメカニズムに基づく現象である可能性が

考えられる。 

Rayle（1973）によって提案された酸成長仮説は，植物の細胞伸長のメカニズムを

説明する考えである。この仮説では，オーキシンがアポプラストの酸性化を導き，

それは原形質膜内の H+-ATPase 量の増加に起因する現象であると考えられている

（Hager et al. 1991）。そして，アポプラストの酸性化は細胞壁のゆるみを引き起こし，

吸水による細胞伸長が可能となると考えられている。Rayle and Cleland（1992）によ
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れば，酸成長仮説を支持する証拠は，（1）細胞伸長を導く植物ホルモンであるオー

キシンを与えた茎切片や幼葉鞘切片では，オーキシンによってアポプラストへとプ

ロトンが排出され，その結果アポプラスト水の pH が低下すること，（2）オーキシ

ンに反応して伸長する組織を酸性緩衝液で処理するとオーキシンによる伸長に匹敵

する，あるいはそれを上回る速度の細胞伸長が誘導されること，（3）中性緩衝液を

アポプラストに浸透させるとオーキシンによる成長が阻害されること，（4）菌類が

持つ毒素であるフシコクシンはアポプラストを強く酸性化する作用を持ち，これに

よっても急速な細胞伸長が引き起こされること，の 4 点にまとめられている。そし

て，酸性条件下で細胞壁のゆるみを導く作用を持つ細胞壁タンパク質として発見さ

れたエクスパンシンは，酸成長仮説で提案されている細胞伸長のメカニズムを媒介

する因子と考えられている（Cosgrove et al. 2002，Hager 2003）。深水処理した節間

は気中培養した節間よりもエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高かったこと

（図 1.9）から，深水条件下での急激な節間伸長にエクスパンシンが関与している

可能性は高いと考えられ，この点からも深水条件下での浮稲節間の急激な伸長反応

は，酸成長仮説が提案する細胞伸長のメカニズムに基づく現象である可能性が考え

られる。 

しかしながら，酸成長仮説はオーキシンを起点とする反応鎖によって誘導される

細胞伸長メカニズムであり，現在のところ，深水条件下での節間伸長におけるオー

キシンの役割は不明であり，オーキシンを単独で投与しても茎切片の節間伸長は促
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進されない（Azuma 1990）。また，深水条件によって細胞壁の酸性化が促進される

のか，あるいは原形質膜 H+-ATPase 量が増加するのか，ということも明らかではな

い。これらの調査を通じて，深水条件下の節間伸長におけるエクスパンシンの関与

をより検討する必要があるだろう。 

 



図1.1 節間組織の伸長を連続的に測定する装置の模式図

最上位節間を含む茎切片から切り出した節間切片（長さ 1-2 cm）
を測定に供する。プラスチックシリンダ（深さ5 cm，内径1 cm）

の底にゴム栓をとりつけ，そのゴム栓に針を通し，節間切片を固
定する心棒とする。節間切片の中空部に針を通し，切片上端にゴ
ム板を置き，さらにその上にプラスチックチューブ（ストロー）
を置き，シリンダ内を緩衝液で満たす。節間切片の伸長に伴って
プラスチックチューブが押し上げられ，プラスチックチューブに
接したアームが回転する。このアームの回転角度を回転角度計，
トランスデューサー，コンピューターで記録し，アームの回転角
度に基づいて節間切片の伸長量をN88BASIC言語によるプログラ
ムによって算出する。

コンピューター

プラスチックシリンダ

トランスデューサー

回転角度計

節間切片

針

プラスﾁックチューブ

ゴム板

アーム
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クランプ

おもり

トランスデューサー コンピューター

回転角度計

細胞壁切片

図1.2 節間細胞壁の伸展を連続的に測定する装置の模式図

最上位節間を含む茎切片から節間切片を切り出し，それを凍結お
よび解凍して得た細胞壁切片（長さ 1 cm，幅 2 mm）を測定に用
いる。切片を，中央部 5 mmを残してクランプで挟んで固定し，緩
衝液に浸し，おもり（10 g）で張力を与えることによる切片の伸

びを細胞壁伸展量として測定する。細胞壁の伸展に伴うアームの
回転角度を角変位センサー，トランスデューサー，コンピュー
ターで記録し，アームの回転角度に基づいて細胞壁の伸展量を
N88BASIC言語によるプログラムによって算出する。
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図1.3 節間伸長のpH依存性

3日間深水処理した茎切片の伸長中の節間組織から基部 2 cmの切
片を切り出し，図1.1に示した装置を用いて節間伸長のpHによる変
化を測定した。切片を3,3-DMGA / NaOH緩衝液（pH 7.0）中で30
分間伸長させた後に，緩衝液をpH4.5から7.0の同組成の緩衝液に
交換し，30分間の伸長量を測定した。3反復の平均値と標準誤差を
示す。
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図1.4 深水処理した節間と気中培養した節間の酸性条件中での伸
長能力の比較

3日間深水処理あるいは気中培養した茎切片の節間から，部位別に
長さ 1 cmの切片を切り出し，酸性条件中での伸長量を比較した。

深水処理した茎切片からのみ，処理前から存在していた節間の最
上部1 cmからも切片を作成した。図1.1に示した測定装置を用いて，
切片を3,3-DMGA / NaOH緩衝液（pH 7.0）中で30分間伸長させた
後に，緩衝液をpH5.5の同組成の緩衝液に交換し，切片の30分間の
伸長量を測定した。3反復の平均値と標準誤差を示す。

最上部 1cm
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図1.5 深水処理した節間と気中培養した節間における酸による細
胞壁の伸展の比較

3日間深水処理あるいは気中培養した茎切片の節間から，部位別に
長さ 1 cmに切り出し，凍結および解凍して調製した切片を用いて，

深水処理した節間と気中培養した節間の細胞壁の酸による伸展性
を比較した。図1.2に示した測定装置を用いて切片を50 mM Hepes / 
Hepes-ナトリウム緩衝液（pH 6.8）中で20分間伸展させた後，緩衝
液を50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換して30分間の
細胞壁の伸展量を測定した。測定は10 gの張力を与えて行った。3
反復の平均値と標準誤差を示す。

最上部 1cm
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図1.6 深水処理した節間と気中培養した節間の細胞壁タンパク質
量の比較

図1.5と同様に節間から部位別に調製した切片中の細胞壁タンパク
質を1 M NaClで抽出し，切片あたりの含量を算出し，深水処理し
た節間と気中培養した節間の細胞壁タンパク質量を比較した。3反
復の平均値と標準誤差を示す。

最上部 1cm
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図1.7 エクスパンシン活性に及ぼすNaClの影響

3日間深水処理した茎切片の節間の基部 1 cm から細胞壁伸展測定
用の切片を調製した。切片を図1.2に示した測定装置を用いて，50 
mM Hepes / Hepes-ナトリウム緩衝液（pH 6.8）中で20分間伸展さ
せた後，緩衝液をNaClを含む50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 
4.5）に交換して30分間の細胞壁の伸展量を測定した。測定は10 g
の張力を与えて行った。3反復の平均値と標準誤差を示す。カッコ
内の数字は，NaClを与えない条件での酸が誘導する節間細胞壁伸
展量を基準とした各々の濃度のNaCl存在下での細胞壁伸展量の割
合を示す。
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図1.8 深水処理した節間と気中培養した節間の細胞壁タンパク質
中のエクスパンシン活性の比較

図1.5と同様に節間から部位別に調製した切片から抽出した細胞壁

タンパク質中のエクスパンシン活性を調査した。熱処理によって
内生のエクスパンシンを失活させた黄化キュウリ胚軸の先端 1 cm 
切片をエクスパンシン活性の検定材料に用いた。図1.2に示した測
定装置を用いてこの胚軸切片を50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 
4.5）中で20分間伸展させた後に，緩衝液を各部位の節間細胞壁タ
ンパク質10μgを含む同緩衝液に交換し，その後30分間の細胞壁伸
展量を測定し，エクスパンシン活性とみなした。測定は10 gの張
力を与えて行った。3反復の平均値と標準誤差を示す。

最上部 1cm

53



図1.9 深水処理した節間と気中培養した節間におけるエクスパン
シンに対する細胞壁の反応性の比較

図1.5と同様に節間から部位別に調製した切片におけるエクスパン

シンに対する細胞壁の反応性を調査した。熱処理によって内生の
エクスパンシンを失活させた節間切片を，図1.2に示した測定装置
を用いて50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）中で20分間伸展
させた後に，緩衝液を黄化キュウリ胚軸の先端 4 cm切片から抽出
した細胞壁タンパク質200μgを含む同緩衝液に交換し，その後30分
間の細胞壁伸展量を測定し，エクスパンシンに対する節間細胞壁
の反応性とみなした。測定は10 gの張力を与えて行った。3反復の
平均値と標準誤差を示す。

最上部 1cm
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第 2 章 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性と壁構造との関係 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



緒言 

 

第 1 章では，深水処理あるいは気中培養した浮稲茎切片中の節間の部位別での細

胞壁の酸による伸展性，細胞壁タンパク質のエクスパンシン活性，エクスパンシン

に対する細胞壁の反応性を調査し，深水条件下の急速な節間伸長が，内生のエクス

パンシン活性の変化によってよりもエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化

によってもたらされている可能性を示唆する結果を得た（図 1.5，1.8，1.9）。本章

では，深水処理後に空気中に移した茎切片と，深水処理を続けた茎切片それぞれの

節間伸長の経時的な変化，そしてその細胞壁の酸による伸展性，エクスパンシン活

性，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性の経時的な変化を調査し比較すること

によって，エクスパンシンが関与する節間伸長の調節のメカニズムについてのさら

なる知見を得ることを目的とした。 

さらに，本章ではエクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性と壁構造との関係

についての調査も行った。Azuma et al.（1996）は深水処理した茎切片の節間と気中

培養した茎切片の節間それぞれの細胞壁組成を調査し，非セルロース性中性糖にお

けるグルコースの占める割合は節間の基部から上部の古い組織に向かって減少し，

一方キシロースは増加することを報告した。第 1 章での結果において深水処理した

節間と気中培養した節間とではエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に顕著な差

がみられ（図 1.9），深水処理した節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反
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応性が高い部位は，グルコースが多量にみられる部位（Azuma et al. 1996）とおおよ

そ一致する。エクスパンシンは細胞壁のセルロースミクロフィブリルとマトリック

ス多糖類の間の水素結合に作用し，細胞壁のゆるみを引き起こすと考えられており

（McQueen-Mason and Cosgrove 1994），壁構造の変化がエクスパンシンに対する反

応性に関係している可能性が高い。本章では，深水条件から空気中に移した節間と，

深水処理を続けた節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化と，

壁構造の経時的な変化との関係を調査した。 
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材料と方法 

 

植物材料 

供試植物の栽培は第 1 章と同様に行った。 

 

茎切片の培養 

浮稲茎切片を 2 日間深水処理した後，一部の茎切片を空気中に移してさらに培養

を行った。深水処理および気中培養の方法は第 1 章と同様に行い，27°C，100 μmol m-2 

sec-1 の蛍光灯下で培養した。培養後，節間の基部 1-2 cm の部位の切片を切り出し，

液体窒素で凍結後，-35°C で保存した。 

 

節間細胞壁の酸による伸展，細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性，エクスパ

ンシンに対する節間細胞壁の反応性の測定 

凍結保存した節間の基部 1-2 cm の部位の切片を材料として，第 1 章の方法に従い，

それぞれの測定を行った。 

 

細胞壁標品の調製 

Azuma et al.（1996）の方法を参考に行った。節間切片をメタノール中で 5 分間熱

処理したのち，乳鉢，乳棒を用いてすりつぶし，メタノールで懸濁したホモジネー
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トを作成した。このホモジネートを 10000 g で 5 分間遠心分離して上澄みを廃棄し，

得られた沈殿物をさらに 1 mlメタノールで 2回洗浄，10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.0）

で 1 回洗浄した。洗浄後，沈殿物に 10 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.0）を 1.3 ml 加え

て懸濁し，60°C で 10 分間の熱処理した後，下記のアミラーゼ溶液 0.2 ml を加えて

37°C で一晩振盪培養した。デンプンの分解をヨウ素デンプン反応で確認した後，沈

殿物を蒸留水で 3 回，アセトンで 3 回，クロロホルム/メタノール（1:1，v/v）で 3

回，エタノールで 2 回洗浄し，デシケータ内で乾燥させた。 

アミラーゼ溶液はブタ膵臓 α アミラーゼ（Sigma Type-A）懸濁液 1 μl を 10 mM 

Tris-HCl 緩衝液（pH 7.0）2 ml に混合して調製した。調製後のアミラーゼ溶液の活

性は 21.92 U / ml に相当する。ヨウ素デンプン反応に用いたヨウ素液は，原液とし

て 1%ヨウ素を含む 10%ヨウ化カリウム溶液を調製し，この原液 10 μl に対して蒸留

水 0.5 ml を混合して調製した。 

 

細胞壁組成の分析 

Blakeney et al.（1983）の方法を参考に行った。細胞壁標品約 5 mg を秤量し，内

部標準物質として 1 μmol の myo イノシトール（20 mM 原液を 50 μl 加える）を加え，

2 M トリフルオロ酢酸を加えて 120°C で 1 時間加水分解した。加水分解後に遠心分

離して上澄みを非セルロース性多糖類画分として回収し，空気を吹き付けて 50°C

で乾燥させた。次に水素化ホウ素ナトリウム/アンモニア溶液（200 mg の NaBH4 を
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1 M アンモニア溶液 1 ml に溶解する）50 μl とジメチルスルホキシド（DMSO）0.5 ml

を加えて 90 分間還元反応を行い，中性糖をアルジトールに誘導体化した。反応後，

50 μl の氷酢酸を加えて過剰の水素化ホウ素ナトリウムを分解し，1-メチルイミダゾ

ールを 100 μl，無水酢酸を 1 ml 加えて室温で 10 分間保ち，アルジトールをアルジ

トールアセテート誘導体にした。2.5 ml の蒸留水を加えて撹拌した後，0.5 ml のク

ロロホルムを加えて懸濁後に遠心分離し，クロロホルム層（下層）を回収し，その

糖組成を gas-liquid ガスクロマトグラフ（GC-12A; Shimadzu，Kyoto，Japan）で分析

した。カラムはキャピラリーカラムの SP2340（SUPELCO；長さ 30 m，内径 0.25 cm，

フィルムシックスネス 0.25 μm）を用いた。キャリアであるヘリウムガスの流量は 1 

mL / min，分圧は 1.1 kg / cm2，試料気化室および検出温度は 245˚C，カラム温度は

初期温度 225˚C，最終温度 235˚C，昇温条件 1˚C / min で分析した。 

2 M トリフルオロ酢酸による加水分解後の細胞壁の不溶性残渣をセルロースとみ

なし，蒸留水，エタノールで洗浄後にデシケータ内で乾燥させた。乾燥後の残渣を

72%（v/v）硫酸に溶解し，蒸留水で希釈後にフェノール硫酸法（Dubois et al. 1956）

でセルロースを定量した。試料液 1 ml に 5%フェノール溶液 1 ml を加え，濃硫酸 5 ml

を液面に直接滴下して撹拌後 10 分間放置し，次いで 30°C の水浴中に 10 分間保っ

た後，試料液の 490 nm の吸光度を測定した。スタンダードとしてグルコースを用

いた。 
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キシロースを投与した節間切片の培養 

深水条件で 3 日間培養した茎切片の節間の基部 1-2cm から得た切片を，100 mM

キシロース溶液，100 mM グルコース溶液または蒸留水 1 mL 中で 27°C・暗所で 4

時間培養した。その後，エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性を第 1 章の方

法で測定した。また，細胞壁中の非セルロース性多糖類の組成を上述のように分析

した。 
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結果 

 

節間細胞壁の酸による伸展，エクスパンシン活性，エクスパンシンに対する反応性

の経時的変化 

2 日間深水処理した浮稲茎切片を空気中に移してさらに培養を続けると，深水条

件に維持した茎切片の節間に比べて，節間の伸長は空気中に移して 1 日目に大きく

減少し，2 日目には完全に停止した（図 2.1A）。伸長量のデータから算出した培養

2-4 日目の伸長速度を図 2.1B に示す。節間の伸長速度は深水処理 2 日目に最大値を

示し，1 時間あたり約 1.5 mm であった。その後，深水条件下に維持して培養しても

節間の伸長速度は低下し，深水処理 4 日目では 2 日目の 25%にまで減少した。一方，

深水条件から空気中に移した茎切片では，節間伸長速度がさらに著しく低下し，空

気中に移して 2 日目には成長速度はほぼゼロに達した。 

深水条件から空気中に移した茎切片および深水条件下に維持した茎切片から節間

の基部 1-2 cm の切片を切り出し，その細胞壁の酸による伸展性を調査した。この部

位は，深水条件で伸長中の節間の細胞伸長領域に相当する（Bleecker et al. 1986）。

酸による細胞壁伸展性は，深水条件で 2 日間培養した茎切片の節間において最も高

く，その後深水条件下で培養を続けた茎切片の節間も，深水条件下から空気中に移

した茎切片の節間も，培養日数が増えるにしたがって細胞壁伸展性の低下がみられ

たものの，深水条件から空気中に移した節間における細胞壁伸展性の低下は著しく，
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空気中に移してから 2 日目の節間では細胞壁はほとんど伸展しなかった（図 2.2）。

次に，これらの酸が誘導する細胞壁伸展性の変化において，細胞壁中のエクスパン

シン活性およびエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化がどのように寄与し

ているかについて調査した。節間基部 1~2 cm の部位の切片から抽出した細胞壁タ

ンパク質量には，培養条件による有意な差は認められず（図 2.3），その抽出した細

胞壁タンパク質（10 μg）のエクスパンシン活性にも差はみられなかった（図 2.4）。

一方，同部位におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性は，深水処理 2 日目

の節間において最も高く，深水処理を続けた節間では，エクスパンシンに対する細

胞壁の反応性が緩やかに低下したのに対し，空気中に移した節間では，培養日数の

経過とともにエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が大きく低下した（図 2.5）。

このパターンは細胞壁の酸が誘導する伸展性の変化（図 2.2）と同様であった。 

 

細胞壁構成糖の調査 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性と細胞壁構造との関係について調査

を行った。深水条件から空気中に移した茎切片の節間および深水処理を続けた茎切

片の節間の基部 1-2 cm における細胞壁重量を比較した。深水処理を続けた節間では，

細胞壁重量はほぼ一定に維持されたのに対し，深水条件から空気中に移した節間で

は細胞壁重量が顕著に増加した（図 2.6）。同様に，単位長さあたりのセルロース量

および非セルロース性多糖類総量（ヘミセルロース量）も深水処理を続けた節間で
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はほぼ一定レベルであったのに対し，空気中に移した節間では大きく増加した（図

2.7）。細胞壁重量あたりのセルロース量および非セルロース性多糖類量を図 2.8 に

示す。細胞壁重量当たりでも，その程度は小さいものの，空気中に移した節間の方

が深水処理を続けた節間に比べてセルロースおよび非セルロース性多糖類の増加が

認められた。 

次に，節間細胞壁の非セルロース性多糖類の構成単糖をガスクロマトグラフィで

分析し，それぞれの中性糖を細胞壁重量当たりで定量した（図 2.9）。Azuma et al.

（1996）の分析結果と同様に，主要な非セルロース性中性糖としてアラビノース，

キシロース，ガラクトース，グルコースが検出された。深水処理 2 日目の茎切片の

節間の細胞壁ではグルコースが最も多量に存在する糖であり，次いでキシロースが

多かった。培養条件に関係なく，培養 3 日，4 日目における細胞壁中のアラビノー

スおよびガラクトース量はほぼ一定であり，またグルコース量は徐々に減少したも

のの培養条件による差はみられなかった。細胞壁中のキシロース量は，節間が深水

条件から空気中に移されることによって顕著に増加し，空気中に移してから 2 日目

で 2 倍に達した。深水処理を続けた節間でも，処理 4 日目では 2 日目の 1.4 倍に増

加した。図 2.10 は，節間細胞壁中の非セルロース多糖類構成糖におけるアラビノー

ス，キシロース，ガラクトース，グルコースの占める割合（相対量）を示す。キシ

ロースの相対量は，節間が深水条件から空気中に移されることによって増加し，ま

た深水条件に維持した節間でも処理 4 日目に増加した。また，グルコースの相対量
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は，キシロースと対照的に推移し，節間が空気中に移された後にすみやかに減少し，

また深水条件に維持された節間では培養 4 日目に減少した。 

 

キシロースの投与がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に及ぼす影響 

浮稲節間へのキシロースの投与が，エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性

に及ぼす影響について調査した。深水処理 3 日後の茎切片から得た節間基部 1-2 cm

の部位の切片を蒸留水中で 4 時間培養した後でのエクスパンシンに対する細胞壁の

反応性は，深水処理直後の節間と同程度であった（図 2.11A）。キシロースを投与し

て培養した節間切片では，細胞壁の反応性がやや減少したが，グルコースにはその

ような作用はみられなかった（図 2.11A）。このときの節間切片の細胞壁組成の分析

は，キシロースを投与して培養した節間切片では，蒸留水中あるいはグルコース中

で培養した節間切片に比べてキシロースの相対量がわずかに増加した（図 2.11B）。 
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考察 

 

節間細胞壁における酸による伸展性，エクスパンシン活性，エクスパンシンに対す

る反応性の経時的変化 

茎切片を長期間深水処理することによって節間の伸長速度は徐々に低下し，また

深水条件から空気中に移した茎切片の節間の伸長速度は，深水処理を続けた節間に

比べて急激に低下した（図 2.1B）。これらの茎切片の節間の基部 1-2 cm の部位にお

ける酸が誘導する細胞壁伸展性もまた同様に低下し（図 2.2），伸長速度と細胞壁伸

展性との間には，高い相関が認められた（r = 0.998；表 2.1）。このときの節間細胞

壁タンパク質量，細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性には，茎切片の培養条

件による有意な差がみられず（図 2.3，2.4），また酸が誘導する細胞壁伸展性や節間

の伸長速度との間に相関は認められなかった（表 2.1）。一方，エクスパンシンに対

する細胞壁の反応性（図 2.5）は細胞壁伸展性（図 2.2）と類似したパターンで推移

し，両者の間には有意な相関が認められた（r = 0.931；表 2.1）。したがって，深水

条件から空気中に移した茎切片の節間，そして深水条件を維持した茎切片の節間に

おける細胞壁伸展性の減少は，エクスパンシン活性によってよりも，主にエクスパ

ンシンに対する細胞壁の反応性の変化によってもたらされることが示唆される。こ

のような調節は，エンバク子葉鞘（Cosgrove and Li 1993）やキュウリ胚軸

（McQueen-Mason 1995）においても報告されており，細胞壁伸展性の一般的な調節

65 
 



メカニズムの 1 つなのかもしれない。 

 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性とヘミセルロース組成との関係 

本章では節間伸長の伸長および停止に伴う節間細胞壁の構成糖の変化を調査し，

エクスパンシンに対する反応性との関係についても検討した。深水条件から空気中

に移すことによって，節間組織の単位長さあたりの細胞壁重量，セルロース量およ

び非セルロース性多糖類総量は増加した（図 2.6，2.7）。これらの増加は，深水条件

から空気中に移された節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下

（図 2.5）と関係しているかもしれない。また，Whitney et al.（2000）は Acetobacter 

xylinusが合成するセルロースからなる疑似細胞壁を利用してエクスパンシン活性を

調査し，セルロースのみからなる合成物はエクスパンシンに対してほとんど反応し

ないことを報告した。したがって，深水条件から空気中に移された節間における単

位長さ当たりのセルロース量の増加は特に，エクスパンシンに対する細胞壁の反応

性の低下に関係していると考えられる。しかしながら，細胞壁量やセルロース量の

増加のみによってエクスパンシンに対する反応性の減少を説明することはできない。

なぜならば，深水条件に維持した茎切片の節間では，これらの量がほとんど変化し

なかったにもかかわらず，エクスパンシンに対する反応性は低下したからである（図

2.5，2.6，2.7）。 

次に，細胞壁重量当たりの含量，すなわち細胞壁の組成の変化に着目して調査を
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進めた。非セルロース性多糖の構成中性糖のうち，アラビノース，ガラクトース，

グルコース含量は，実験期間を通じてほぼ一定であり，培養条件による差はみられ

なかった（図 2.9）のに対し，キシロース含量は空気中に移した節間でも深水処理

を続けた節間でも増加し，キシロースのみがエクスパンシンに対する細胞壁の反応

性と有意な負の相関を示した（r = -0.947；表 2.2）。したがって，キシロースを主と

する多糖の増加がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下に関与している可

能性が示唆される。この可能性を検討する試みとして，キシロースを投与して培養

した節間切片におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調査した。キシロ

ースの投与はエクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性に負の作用を及ぼし（図

2.11A），それは，わずかではあるが，細胞壁中でのキシロースの相対量の増加を伴

った（図 2.11B）。この結果は上記の可能性を支持する 1 つの証拠となるが，今後さ

らなる検討が必要であろう。Azuma et al.（1996）は，節間の非伸長部位におけるキ

シロースの相対的な増加がアラビノースの増加を伴わなかったことから，これがア

ラビノキシランの増加を示すわけではないことを示唆した。本研究においても，特

に深水条件から空気中に移された節間ではキシロースの増加が顕著であったが，キ

シロースの増加にアラビノースの増加は伴わなかった（図 2.9）。したがって，これ

はアラビノキシランの増加というよりも，キシランの増加を反映しているのかもし

れない。 

グルコースは節間の伸長部位の細胞壁において最も豊富にみられる非セルロース
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性中性糖であり（Azuma et al. 1996），本研究においても例えば深水処理 2 日目の伸

長中の節間では最も多量にみられる構成糖であった（図 2.9）。細胞壁の非セルロー

ス性多糖類構成糖としてのグルコース含量は，空気中に移した節間でも深水条件に

維持した節間でもほとんど変化がみられなかった（図 2.9）が，非セルロース性多

糖類中に占める割合を算出した場合，深水条件から空気中に移された節間ではグル

コースの相対量は徐々に減少し，また深水条件に維持した節間でも処理 4 日目には

急激な減少が認められた（図 2.10）。このグルコース相対量の変化は，エクスパン

シンに対する細胞壁の反応性の変化と正の相関を示した（r = 0.914，P < 0.05）。非

セルロース性多糖類構成糖としてのグルコース量はほとんど変化せず（図 2.9），ま

たグルコース相対量の変化は細胞壁中のキシロース含量の変化（図 2.9）によって

もたらされたと考えられるため，グルコースの増減が直接的にエクスパンシンに対

する細胞壁の反応性を調節しているとは考えにくいが，エクスパンシンに対する細

胞壁の反応性が高く維持されるためには，非セルロース性多糖類構成糖中でグルコ

ースが最も多量に存在する必要があるのかもしれない。あるいは，グルコースを主

とするヘミセルロースがエクスパンシンの作用部位なのかもしれない。そのような

ヘミセルロースの候補として考えられるのは，イネ科植物細胞壁における主要なヘ

ミセルロースの 1 つであることが知られており（Carpita 1996），また浮稲節間の伸

長部位において豊富に存在することが報告されている多糖であるβ-（1→3）（1→4）

グルカンである（Sauter and Kende 1992）。エクスパンシンに対する細胞壁の反応性
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とβ-（1→3）（1→4）グルカンとの間の関係についてはさらなる研究が必要である。 

 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性とフェノール酸化合物との関係 

Azuma et al.（2005b）は，深水条件で 2 日間培養した後に空気中に移してさらに

培養を続けた茎切片および深水条件に維持した茎切片の節間組織における細胞壁中

の p クマル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸の蓄積について調査した。深水条件に維

持した節間では，これらのフェノール酸化合物量は培養 2 日目および 3 日目ではほ

ぼ一定レベルに維持され，4 日目に増加するというパターンがみられた。深水条件

から空気中に移された節間では，培養 3 日目にやや増加し，4 日目には顕著に増加

した。これらの節間細胞壁中のフェノール酸化合物量の蓄積量の変化と，エクスパ

ンシンに対する細胞壁の反応性の変化の相関係数を表 2.3 に示した。フェルラ酸お

よびジフェルラ酸量の変化は，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性との間に有

意な負の相関を示し，また p クマル酸も有意ではないものの高い負の相関がみられ

た。したがって，これらのフェノール酸化合物の蓄積もまたエクスパンシンに対す

る細胞壁の反応性の低下に関係している可能性が示唆される。この可能性について，

第 3 章でさらに検討を行った。 

 



図2.1 深水条件下および深水条件から空気中に移した茎切片の節
間の伸長量と伸長速度の経時的変化

最上位節間を含む茎切片を2日間深水処理した後，空気中に移して，
あるいは深水条件に維持してさらに培養した。節間伸長 (A) と伸
長速度 (B) の経時的変化を示した。49-55の反復の平均値と標準誤
差を示す。
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図2.2 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節
間における酸による細胞壁の伸展の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した茎切片の節間の基部1-2 cm を切り出
し，その細胞壁の酸による伸展性を，図1.5と同様の方法で測定し
た。10 gの張力下で，中性緩衝液（pH 6.8）中で20分間前処理した
のち，緩衝液を酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換してさら
に30分間伸展させた。5-8反復の平均値と標準誤差を示す。
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図2.3 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節
間における細胞壁タンパク質含量の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm を切り出し，その
細胞壁タンパク質を1 M NaClで抽出した。3反復の平均値と標準誤
差を示す。
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図2.4 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節

間における細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性の経時的変
化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm を切り出し，その

切片から抽出した細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性を図
1.8と同様の方法で測定した。熱処理によって内生のタンパク質を
失活させた黄化キュウリ胚軸の先端1 cm切片を10 gの張力下で，
酸性緩衝液（pH 4.5）中で20分間前処理したのち，節間細胞壁タ
ンパク質10μgを含む酢酸ナトリウム緩衝液緩衝液（pH 4.5）に交
換してさらに30分間伸展させた。5-8反復の平均値と標準誤差を示
す。
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図2.5 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節
間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm を切り出し，その
細胞壁のエクスパンシンに対する反応性を図1.9と同様の方法で測

定した。熱処理によって内生のタンパク質を失活させた節間切片
を10 gの張力下で，酸性緩衝液（pH 4.5）中で20分間前処理したの
ち，黄化キュウリ胚軸の先端4 cm切片から抽出した細胞壁タンパ
ク質60μgを含む酢酸ナトリウム緩衝液緩衝液（pH 4.5）に交換し
てさらに30分間伸展させた。5-8反復の平均値と標準誤差を示す。
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図2.6 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節
間における細胞壁重量の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm 切片の細胞壁重量
を調査した。3-5反復の平均値と標準誤差を示す。

75



図2.7 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節

間における長さあたりのセルロース量および非セルロース性多糖
類量の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm 切片から細胞壁標
品を調製し，セルロース (A)  と非セルロース性多糖類 (B) を定量
し，単位長さ当たりの量を算出した。3-5反復の平均値と標準誤差
を示す。
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図2.8 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節

間における細胞壁重量あたりのセルロース量および非セルロース
性多糖類量の経時的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm 切片から細胞壁標
品を調製し，セルロース (A) と非セルロース性多糖類 (B) を定量
し，細胞壁重量当たりの含量を算出した。3-5反復の平均値と標準
誤差を示す。
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図2.9 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた節

間における細胞壁重量当たりの非セルロース性中性糖含量の経時
的変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm切片の細胞壁中の

非セルロース性多糖類を構成する中性糖の組成をガスクロマトグ
ラフィで定量し，細胞壁重量当たりの含量を算出した。3反復の平
均値と標準誤差を示す。
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図2.10 深水条件から気中に移した節間および深水処理を続けた

節間における細胞壁中の非セルロース性中性糖の相対量の経時的
変化

図2.1に示した条件で培養した節間の基部1-2 cm切片の細胞壁中の

非セルロース性多糖類を構成する中性糖の組成を分析し，それぞ
れの糖が占める割合を算出した。3反復の平均値と標準誤差を示す。
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図2.11 キシロースの投与による細胞壁のエクスパンシンに対す
る反応性の変化および非セルロース性中性糖の組成の変化

3日間深水処理した茎切片の節間の基部1-2 cmを切り出し，その節
間切片を蒸留水，100 mMキシロース，あるいは100 mMグルコー
ス溶液内で4時間培養し，細胞壁のエクスパンシンに対する反応性
(A) と非セルロース性中性糖の相対量 (B) を調査した。 (A) は4反
復，(B) は3反復の平均値と標準誤差を示す。
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表2.1 節間の伸長速度と酸による細胞壁伸展性，エクスパンシン活性および
エクスパンシンに対する細胞壁の反応性の関係

図2.1B，2.2，2.4，2.5のデータからそれぞれの相関係数を決定した。***は
0.1%，*は5%水準で有意
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表2.2 細胞壁の構成糖とエクスパンシンに対する反応性との関係

図2.5，2.8，2.9のデータからそれぞれの相関係数を決定した。*は5%水準で
有意
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表2.3 細胞壁中のフェノール酸化合物と細胞壁のエクスパンシンに対する
反応性との関係

図2.5のデータと，Azuma et al.（2005b）のFigs. 2,3,4のデータからそれぞ
れの相関係数を決定した。 **は1%，*は5%水準で有意
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第 3 章 

エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性と 

フェノール酸化合物の沈着との関係 

 



緒言 

 

植物の成長の基礎をなす細胞伸長は，吸水を原動力とする現象である。細胞の吸

水は，細胞内外の水ポテンシャル差に基づいて生じる。それゆえ，例えばポリエチ

レングリコールを用いて高浸透圧ストレス下で植物を培養すると，細胞外の水ポテ

ンシャルが低下するために細胞の吸水は妨げられ，植物の成長速度は低下する。こ

の成長速度の低下は一時的な抑制，あるいは可逆的な変化であり，浸透圧ストレス

下の植物体を非浸透圧ストレス下に移すと，細胞の吸水が可能となるため，その植

物の成長が回復することが知られている。植物体にこのような浸透圧ストレスを与

える実験系は，植物の成長における細胞壁伸展性の役割を検討するうえで有用な系

の 1 つとして用いられている（例えば Wakabayashi et al. 1997）。 

本研究の第 1 章および第 2 章の結果から，エクスパンシンに対する細胞壁の反応

性が浮稲節間の伸長調節において重要な役割を担っていることが示唆された。本章

では，浮稲の節間切片に高浸透圧ストレスを与えてその伸長を停止させた際に，エ

クスパンシンに対する細胞壁の反応性と壁構造にどのような変化が引き起こされる

かについて調査し，両者の関係を検討した。 
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材料と方法 

 

植物材料 

供試植物の栽培は第 1 章と同様に行った。 

 

茎切片および節間切片の培養 

浮稲茎切片を第 1 章と同様に 27°C，100 μmol m-2 sec-1 の蛍光灯下で 3 日間深水処

理した後，節間組織の基部 0.5-2.5 cm の部位からなる長さ 2 cm の節間切片を切り出

した。節間切片を 0，50，100 mM のポリエチレングリコール-4000（PEG）溶液 20 ml

中で高浸透圧ストレスを与えて 27°C・暗所で 1 日培養した。節間切片の培養には

100 ml 三角フラスコを用い，上部をパラフィルムで覆った。 

また，節間切片に高浸透圧ストレスを与えた条件で，フェルラ酸あるいは p クマ

ル酸を加える処理も行った。100 mM の PEG を与えた条件下で，0，0.1，1，10 mM

のフェルラ酸あるいは 0，1，10 mM の p クマル酸を与えて節間切片を 27°C，暗所

で 1 日培養した。培養後の節間切片を液体窒素で凍結後，-35°C で保存した。 

 

節間細胞壁の酸による伸展，エクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性の測定 

凍結保存した節間切片の基部 1 cm を切り出し，第 1 章の方法に従い，それぞれの

測定を行った。 
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細胞壁標品の調製および細胞壁組成の分析 

凍結保存した節間切片の基部 1 cm を切り出し，第 2 章の方法と同様に細胞壁標品

を調製し，細胞壁中のセルロースの定量および非セルロース性多糖類の組成分析を

行った。 

 

細胞壁中のフェノール酸化合物の定量 

Azuma et al.（2005a，b）の方法に従って節間細胞壁中のフェノール酸化合物の定

量を行った。細胞壁標品 4-6 mg を秤量し，それに 20 mM シュウ酸アンモニウム緩

衝液（pH 4.0）を 1 mL 加えて 70°C で 2 時間インキュベートした後，10000 g で 5

分間遠心分離して沈殿物を集め，蒸留水で 1 回洗浄した。洗浄後の沈殿物に内部標

準物質としてシナピン酸を 50 μg 加え，さらに 50 μg / ml の水素化ホウ素ナトリウム

を含む 1 M 水酸化ナトリウム溶液を 1 ml 加え，窒素ガスを吹き込んで密封し，37°C

で 1 昼夜インキュベートした。遠心分離して上澄みを集めた後，メチルイエロー溶

液 20 μl（0.02%溶液，50%メタノールに溶解させる）を指示薬として，4 N の塩酸を

加えて上澄みを pH 2-3 に調節した。次にジエチルエーテル 2 ml を加えて分配し，

ジエチルエーテル層を集め，硫酸ナトリウムを加えて脱水した。脱水後のジエチル

エーテル層を減圧下で濃縮乾固させ，-35°C で保存した。 

調製後のサンプルを 50%メタノールに溶かし，そのフェノール酸化合物を高速液
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体クロマトグラフィ（HPLC）によって定量した。LC-6A（Shimadzu，Kyoto，Japan）

と UV 検出器（SPD-6A；Shimadzu）およびカラム（Mightysil RP-18 GP Aqua；Kanto 

Chemical，Tokyo，Japan；長さ 250 mm，内径 4.6 mm）を組み合わせた HPLC シス

テムを用いた。キャリアは 3%酢酸（A 液）および 3%酢酸-アセトニトリル（1:1，

v/v；B 液）の 2 つを用いた。キャリアの流速は 1 ml / min，カラム温度は 50°C とし

た。サンプルを HPLC に注入した後，B 液に以下のような勾配をつけてキャリア溶

液中のアセトニトリル濃度を変化させた；キャリア溶液中の B 液の濃度を 0-5 分後

までは 15%に維持し，30 分後で 25%となるよう直線的に増加させ，45 分後で 100%

となるよう直線的に増加させ，その後 50 分後までは 100%に維持し，55 分後に 15%

となるよう直線的に減少させた。60 分で分析を終了した。320 nm の紫外線吸光度

に基づき，サンプル中の p クマル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸を定量した。 
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結果 

 

浸透圧を与えることによるエクスパンシンに対する節間細胞壁の反応性の変化と

壁構造の関係 

深水条件下で急速に伸長中の節間の基部 0.5-2.5 cm の部位から長さ 2 cm の節間切

片を作成した。この部位は節間の伸長部位のみに相当し，細胞分裂組織を含まない

ため，節間切片の長さの変化はすべて細胞長の変化によるものと考えられる。これ

らの節間切片を 0，50，100 mM の段階的に濃度を変えた PEG 溶液中で，27°C 暗所

で 1 日培養した後の長さを図 3.1 に示す。PEG を与えずに蒸留水中で培養した切片

は長さが約 10%増加したのに対し，50 mM の PEG を与えた切片では長さはほぼ変

化せず，また 100 mM の PEG を与えた切片では約 10%減少した。このときの節間切

片の細胞壁の酸による伸展性は，PEG 処理開始時の節間（深水によって伸長中の節

間）の細胞壁と比較するといずれの節間切片の細胞壁でも伸展性の低下が認められ

たが，浸透圧を与えて培養した切片は蒸留水中で培養した切片に比べて伸展性が高

く維持されていた（図 3.2A）。次にエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調査

した結果，100 mM の PEG 存在下で培養した切片の細胞壁では，PEG 処理開始時の

節間の細胞壁と同程度に反応性が維持されており，一方浸透圧ストレスを与えなか

った切片の細胞壁では反応性が著しく低下した（図 3.2B）。 

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性に変化をもたらす要因を調査するため，
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異なる浸透圧ストレス下で培養した節間切片の細胞壁構造の変化について分析を行

った。節間切片の基部 1 cm の細胞壁重量は，蒸留水中で培養した節間切片では増加

したが，その増加は浸透圧の上昇とともに抑制された（図 3.3）。このときの単位長

さ当たりの節間細胞壁のセルロース量は，浸透圧を与えなかった切片では顕著に増

加したのに対し，PEG を 100 mM 投与して培養した切片ではそのような増加はみら

れなかった（図 3.4A）。細胞壁重量当たりのセルロース含量もまた，浸透圧を与え

なかった切片では増加したが，浸透圧を与えた切片ではその増加が抑制され，深水

処理直後の節間と同等のレベルに維持された（図 3.4B）。 

次に節間細胞壁の非セルロース性多糖類の構成糖をガスクロマトグラフィで分析

した。単位長さ当たりの分析結果を図 3.5 に示す。PEG 処理開始時の節間では，グ

ルコースとキシロースが同程度に最も多量に存在する糖であった。深水処理後に切

片にして培養した節間では，最も多量に存在する糖はキシロースであり，また各々

の非セルロース性多糖類構成糖は浸透圧の上昇に伴って減少する傾向がみられ，節

間細胞壁重量の変化（図 3.3）に類似していた。細胞壁重量あたりの非セルロース

性構成糖の組成を図 3.6 に示す。深水処理後に切片にして異なる浸透圧ストレス下

で培養した節間の細胞壁ではキシロースが最も豊富に存在する糖であったという点

は単位長さ当たりの分析結果（図 3.5）と共通していたが，PEG 処理開始時の節間

に比べて PEG の有無に関係なく培養によりグルコースが有意に減少したこと，そし

て投与した PEG 濃度による各々の非セルロース性構成糖の変化がほとんどみられ
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なかったことが特徴的であった（図 3.6）。 

最後に HPLC を用いて節間細胞壁中のフェノール酸化合物含量を調査し，p クマ

ル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸を定量した。最も多量にみられたフェノール酸化

合物はフェルラ酸であった。単位長さ当たりのフェノール酸化合物量は，細胞壁量

の変化（図 3.3）と同様に，浸透圧を与えなかった節間切片では顕著に増加したが，

浸透圧を与えて培養した切片では投与した PEG の濃度の上昇につれてその増加が

抑制された（図 3.7）。細胞壁重量あたりのフェノール酸化合物量についても，この

ような推移が明らかに認められ，深水処理後に切片にして蒸留水中で培養した節間

ではすべてのフェノール酸化合物の蓄積量が増加し，浸透圧を加えて培養した節間

切片ではフェノール酸化合物の蓄積は抑制された（図 3.8）。浸透圧を与えることに

よるフェノール酸化合物の蓄積の抑制は Wakabayashi et al.（1997）によっても報告

されており，PEG 4000 を与えて培養したコムギ実生の幼葉鞘は，蒸留水を与えて培

養した実生の幼葉鞘に比べて，細胞壁中のフェルラ酸およびジフェルラ酸の蓄積が

ゆるやかになることが示されている。 

 

フェノール酸化合物の投与がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性および壁構

造に及ぼす作用 

深水処理後に高浸透圧ストレスを与えて培養した節間切片は，蒸留水中で培養し

た切片に比べてエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高く維持された（図
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3.2B）。このときの細胞壁中のフェノール酸化合物は，浸透圧ストレスを与えずに培

養した切片では著しい増加がみられた一方，浸透圧ストレス下で培養した切片では

低いレベルに維持された（図 3.7，3.8）。そこで次に，高浸透圧ストレス下でフェノ

ール酸化合物を与えて節間切片を培養し，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性

と細胞壁中のフェノール酸化合物量について調査を行い，節間細胞壁におけるこれ

らのフェノール酸化合物の沈着がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に及ぼす

影響を検討した。 

まず，p クマル酸を投与する実験を行った。深水条件下で 3 日間培養した茎切片

から調製した節間切片を 0，1，10 mM の p クマル酸を含む 100 mM の PEG 溶液中

で 1 日培養した。培養後の節間切片の長さには，投与した p クマル酸の濃度による

変化はみられず（図 3.9A），細胞壁のエクスパンシンに対する反応性もまた，投与

した p クマル酸濃度に関係なくほぼ一定であった（図 3.10A）。このときの節間切片

の基部 1 cm の細胞壁重量も，p クマル酸の投与量によらずほぼ一定に維持された（図

3.11A）。次に切片の単位長さあたりの細胞壁中のフェノール酸化合物の蓄積量（図

3.12A）および細胞壁重量あたりのフェノール酸化合物蓄積量（図 3.13A）を調査し

た。p クマル酸を投与して培養することにより，節間細胞壁中の p クマル酸量は増

加したが，フェルラ酸およびジフェルラ酸量に変化はみられなかった（図 3.12A，

3.13A）。 

次に，節間切片に浸透圧ストレス下でフェルラ酸を投与して培養した時の，エク
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スパンシンに対する細胞壁の反応性と壁構造の変化について調査を行った。深水条

件下で 3 日間培養した茎切片から調製した節間切片を 0，0.1，1，10 mM のフェル

ラ酸を含む 100 mM の PEG 溶液中で 1 日培養した。培養後の節間切片の長さは，フ

ェルラ酸の有無およびその濃度に関係なく，およそ 10%減少した（図 3.9B）。この

ときのエクスパンシンに対する細胞壁の反応性は，フェルラ酸を与えずに浸透圧ス

トレス下で培養した節間切片において最も高く維持され，投与したフェルラ酸の濃

度の増加に従って低下し，1 mM および 10 mM のフェルラ酸の存在下で最低値に達

した（図 3.10B）。 

このときのそれぞれの節間切片の細胞壁構造の分析を行った。図 3.11B は浸透圧

およびフェルラ酸の存在下で培養した後の節間切片の基部 1 cm の細胞壁重量を示

す。フェルラ酸を与えなかった切片で細胞壁量は最も少なく，フェルラ酸の投与量

の増加とともに細胞壁量が徐々に増加した。 

節間細胞壁中のフェノール酸化合物量を調査した結果を図 3.12B および図 3.13B

に示す。細胞壁中の p クマル酸は，フェルラ酸の投与によって増加したが，投与す

るフェルラ酸濃度の増加に伴う変化はほとんどみられなかった。一方，フェルラ酸

の投与は細胞壁中のフェルラ酸を顕著に増加させ，その増加は 1 mM 以上の濃度の

フェルラ酸を投与することで飽和した（図 3.12B，3.13B）。細胞壁中のジフェルラ

酸もまた，変化量は小さかったものの，フェルラ酸を投与して節間切片を培養する

ことによって同様に増加した。 
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この部位における細胞壁の単位長さあたりのセルロース量（図 3.14A）は，細胞

壁重量（図 3.11B）と同様にフェルラ酸の投与によって増加したが，細胞壁の単位

重量当たりのセルロース含量（図 3.14B）は，投与したフェルラ酸によらずほぼ一

定であった。細胞壁の非セルロース性多糖類構成糖は，切片の単位長さ当たりの各

構成糖量（図 3.15）および細胞壁重量当たりの含量（図 3.16）ともに，アラビノー

ス，キシロースはフェルラ酸を投与した切片でほぼ一様に増加する傾向がみられ，

またグルコース量はフェルラ酸の投与濃度の上昇につれて増加した。 
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考察 

 

節間細胞壁におけるフェノール酸化合物量の蓄積がエクスパンシンに対する反応

性に及ぼす影響 

浸透圧ストレスを与えずに蒸留水中で培養した節間切片に比べて，高浸透圧スト

レス下で伸長が制限された切片ではエクスパンシンが媒介する酸による細胞壁伸展

性は高く維持されており（図 3.2A），このときのエクスパンシンに対する細胞壁の

反応性についても同様の結果が得られた（図 3.2B）。したがって，第 1 章および第 2

章で得られた考察と同様に，この実験系においてもエクスパンシンに対する細胞壁

の反応性の変化が酸による細胞壁の伸展性に強い影響を及ぼすと考えられる。本研

究の目的は，このようなエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化と壁構造の

関係を調査することであり，異なる水ポテンシャル条件における節間切片の伸長応

答の違いを分析することではないため，本研究では細胞壁のエクスパンシンに対す

る反応性のみを測定し，エクスパンシン活性の調査は行わなかった。水ポテンシャ

ル条件がエクスパンシン活性に及ぼす作用についてはいくつかの報告がある。Wu et 

al.（1996）は，低水ポテンシャル条件の環境にあってもトウモロコシの根が伸長を

維持できることは，根の細胞壁のエクスパンシンに対する反応性の増加に加えて，

エクスパンシン活性の増加が関係していることを報告した。また，水耕栽培中のト

ウモロコシ実生の培養液に 15%（w/w）の PEG 6000 を与えると，葉の成長は一時的

94 
 



に停止するが，40-50 分後に再開し，その成長再開に先立ってエクスパンシン遺伝

子の発現が上昇することが報告されている（Sabirzhanova et al. 2005）。これらの報告

から，低水ポテンシャル条件の環境において植物組織が伸長するには，エクスパン

シン活性の増加が必要なのかもしれない，本研究において高浸透圧ストレスを与え

た節間切片では伸長がみられなかったため，そのような活性の変化は生じていない

かもしれない。 

異なる浸透圧ストレス下で培養した節間切片におけるエクスパンシンに対する細

胞壁の反応性に差を生じさせる要因を調査するため，細胞壁構造の分析を行った。

浸透圧ストレスを与えず，蒸留水中で培養した切片では，単位長さ当たりの細胞壁

量（図 3.3），セルロース量（図 3.4A），非セルロース性多糖類構成糖量（図 3.5），

フェノール酸化合物量（図 3.7）はすべて増加した。一方，高浸透圧ストレス下で

培養した切片ではこれらの細胞壁重量および細胞壁構成物の増加が抑制され，この

抑制はエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高く維持されたことと関係してい

ると考えられる。細胞壁単位重量当たりの含量に着目すると，セルロースは蒸留水

中で培養した切片でのみ，わずかに含量の増加が認められた（図 3.4B）。したがっ

て，PEG 投与の有無による細胞壁のエクスパンシンに対する反応性の差は，細胞壁

中のセルロース含量の差に影響しているのかもしれないが，PEG の濃度の差による

細胞壁の反応性の差はそれによっては説明できない。また，細胞壁中の非セルロー

ス性多糖類構成糖それぞれの含量（図 3.6）には浸透圧ストレスによる差が認めら
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れなかったため，本実験系においては，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性の

変化に寄与しているとは考えにくい。細胞壁中のフェノール酸化合物含量の分析結

果では，p クマル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸のすべてが，蒸留水中で培養した

切片において最も蓄積し，その蓄積は浸透圧の上昇とともに抑制され（図 3.8），こ

れらはエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の変化と対照的であった。したがっ

て，本実験系においてエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に最も直接的な影響

を及ぼした因子はこれらのフェノール酸化合物である可能性が示唆される。

実際に，高浸透圧ストレス下で p クマル酸を与えて節間切片を培養した結果，細

胞壁中の p クマル酸量は増加した（図 3.12A，図 3.13A）が，エクスパンシンに対す

る細胞壁の反応性はほぼ一定であった（図 3.10A）。したがって，細胞壁中の p クマ

ル酸の蓄積自体は，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性に影響しないのかもし

れない。 

高浸透圧ストレス下でフェルラ酸を同時に与えて節間切片を培養すると，フェル

ラ酸の投与によるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下が認められた（図

3.10B）。これらの節間切片は細胞分裂部位を含まず，切片長の変化は細胞長の変化

のみによって生じると考えられ，培養後の節間切片の長さはフェルラ酸の多寡に関

係なくほぼ一定であった（図 3.9）ため，フェルラ酸の投与によるエクスパンシン

に対する細胞壁の反応性の低下には，それぞれの節間切片の単位長さあたりの細胞

数の違いは寄与していないと考えられる。 
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このときの細胞壁重量当たりのセルロース量（図 3.14B）および各々の非セルロ

ース性構成糖量（図 3.16）とエクスパンシンに対する細胞壁の反応性との相関係数

を表 3.1 に示す。セルロース，アラビノース，キシロース，ガラクトースは有意な

相関が認められず，グルコースのみが有意な負の相関を示した。しかしながら，グ

ルコースは茎切片中の節間の伸長部位の細胞壁において多くみられる糖であり

（Azuma et al. 1996），それらの部位はおおよそエクスパンシンに対する反応性が高

い部位と一致し（図 1.9），この事実からは，細胞壁中の非セルロース性グルコース

の存在は，むしろエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を高く維持することと関

係があると考えられる。これらの内容を考慮すると，本実験系において非セルロー

ス性グルコースがエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を低下させる役割を担っ

ている可能性は考えにくい。フェノール酸化合物量の分析（図 3.12B，3.13B）では，

フェルラ酸を投与して切片を培養することによる細胞壁中のフェルラ酸蓄積量の増

加が認められ，またその増加は 1 mM のフェルラ酸を投与した段階で飽和し，エク

スパンシンに対する細胞壁の反応性の変化と有意な負の相関を示した（表 3.2）。ま

た，ジフェルラ酸についても有意な負の相関が認められた（表 3.2）。したがって，

第 2 章の表 2.3 の結果と一致して，細胞壁におけるフェルラ酸およびジフェルラ酸

の蓄積は，細胞壁のエクスパンシンに対する反応性を負に調節する役割を担ってい

ると考えられる。 

 



図3.1 節間切片の伸長に及ぼすPEG処理の影響

浮稲茎切片を3日間深水処理した後，節間組織の基部0.5-2.5 cmの
部位からなる切片を切り出し，それらの節間切片を0，50，100 
mMのポリエチレングリコール-4000 (PEG) 溶液20 ml中で，27℃，
暗所で1日培養した。56-58反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.2 PEG処理後の節間切片の細胞壁の酸による伸展およびエク
スパンシンに対する反応性

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmを切り出し，そ
の切片における酸による細胞壁の伸展 (A) およびエクスパンシン
に対する細胞壁の反応性 (B) を測定した。(A) 図1.5と同様に，10 g
の張力下で，切片を中性緩衝液（pH 6.8）中で20分間前処理した
のち，緩衝液を酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換してさら
に30分間伸展させた。5-7反復の平均値と標準誤差を示す。(B) 図
1.9と同様に，熱処理によって内生のタンパク質を失活させた節間
切片を10 gの張力下で，酸性緩衝液（pH 4.5）中で20分間前処理し
たのち，黄化キュウリ胚軸の先端4 cmから抽出した細胞壁タンパ
ク質30μgを含む酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換してさら
に30分間伸展させた。5-6反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.3 PEG処理後の節間切片の細胞壁重量

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
重量を調査した。3-6反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.4 PEG処理後の節間切片のセルロース量

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cm切片から調製し
た細胞壁標品中のセルロースを定量し，単位長さ当たり (A) およ
び細胞壁重量当たり (B) の量を算出した。3-6反復の平均値と標準
誤差を示す。
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図3.5 PEG処理後の節間細胞壁の非セルロース性中性糖量

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
中の非セルロース性多糖類を構成する中性糖をガスクロマトグラ
フィで定量し，単位長さ当たりの量を算出した。3-6反復の平均値
と標準誤差を示す。
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図3.6 PEG処理後の節間細胞壁の非セルロース性中性糖の組成

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁

中の非セルロース性多糖類を構成する中性糖をガスクロマトグラ
フィで定量し，細胞壁重量当たりの含量を算出した。3-6反復の平
均値と標準誤差を示す。
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図3.7 PEG処理後の節間細胞壁のフェノール酸化合物量

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
中のフェノール酸化合物をHPLCで定量し，単位長さ当たりの量を
算出した。3-6反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.8 PEG処理後の節間細胞壁のフェノール酸化合物の組成

図3.1に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
中のフェノール酸化合物をHPLCで定量し，細胞壁重量当たりの含
量を算出した。3-6反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.9 PEGおよびフェノール酸化合物を投与して培養した後の節
間切片長

浮稲茎切片を3日間深水処理した後，節間組織の基部0.5-2.5 cmの
部位からなる切片を切り出した。(A) 節間切片を0，1，10 mMの
p クマル酸を含む100 mMのPEG溶液20 ml中で，27℃，暗所で1日
培養した。25反復の平均値と標準誤差を示す。(B) 節間切片を0，
0.1，1，10 mMのフェルラ酸を含む100 mMのPEG溶液20 ml中で，
27℃，暗所で1日培養した。15反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.10 PEGおよびフェノール酸化合物を投与して培養した節間
切片におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性

図3.9に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおけるエクス
パンシンに対する細胞壁の反応性を測定した。図1.9と同様に，熱
処理によって内生のタンパク質を失活させた節間切片を10 gの張
力下で，酸性緩衝液（pH 4.5）中で20分間前処理したのち，黄化
キュウリ胚軸の先端4 cmから抽出した細胞壁タンパク質100μgを含
む酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に交換してさらに30分間伸展
させた。(A) pクマル酸を投与して培養した節間切片。3-4反復の平
均値と標準誤差を示す。(B) フェルラ酸を投与して培養した節間切
片。 7-11反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.11 PEGおよびフェノール酸化合物を投与して培養した節間
切片の細胞壁重量

図3.9に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
重量を調査した。(A) pクマル酸を投与して培養した節間切片。 3
反復の平均値と標準誤差を示す。(B) フェルラ酸を投与して培養し
た節間切片。 3反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.12 PEGおよびフェノール酸化合物を投与して培養した節間
切片のフェノール酸化合物量

図3.9に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
中のフェノール酸化合物をHPLCで定量し，単位長さ当たりの量を
算出した。(A) pクマル酸を投与して培養した節間切片。3反復の
平均値と標準誤差を示す。(B) フェルラ酸を投与して培養した節間
切片。3反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.13 PEGおよびフェノール酸化合物を投与して培養した節間
切片のフェノール酸化合物の組成

図3.9に示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞壁
中のフェノール酸化合物をHPLCで定量し，細胞壁重量当たりの含
量を算出した。(A) pクマル酸を投与して培養した節間切片。3反
復の平均値と標準誤差を示す。(B) フェルラ酸を投与して培養した
節間切片。3反復の平均値と標準誤差を示す。
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図3.14 PEGおよびフェルラ酸を投与して培養した節間切片にお
ける細胞壁のセルロース量

図3.9Bに示した条件で培養した節間切片の基部1 cm切片から調製
した細胞壁標品中のセルロースを定量し，単位長さ当たり (A) お
よび細胞壁重量当たり (B) の量を算出した。3反復の平均値と標準
誤差を示す。
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図3.15 PEGおよびフェルラ酸を投与して培養した節間切片にお
ける細胞壁の非セルロース性中性糖量

図3.9Bに示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞

壁中の非セルロース性多糖類を構成する中性糖をガスクロマトグ
ラフィで定量し，単位長さ当たりの量を算出した。3反復の平均値
と標準誤差を示す。
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図3.16 PEGおよびフェルラ酸を投与して培養した節間切片にお
ける細胞壁の非セルロース性中性糖量の組成

図3.9Bに示した条件で培養した節間切片の基部1 cmにおける細胞

壁中の非セルロース性多糖類を構成する中性糖をガスクロマトグ
ラフィで定量し，細胞壁重量当たりの含量を算出した。3反復の平
均値と標準誤差を示す。
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表3.1 細胞壁の構成糖とエクスパンシンに対する反応性との関係

図3.10B，3.14B，3.16のデータからそれぞれの相関係数を決定した。*は5%
水準で統計的に有意
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表3.2 細胞壁中のフェノール酸化合物とエクスパンシンに対する細胞壁の反
応性との関係

図3.10B，3.13Bのデータからそれぞれの相関係数を決定した。**は1%，*は
5%水準で統計的に有意
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総合考察 

 

エクスパンシンによる浮稲節間の伸長調節 

本研究では，まず第 1 章において深水条件下での節間伸長にエクスパンシンが関

与している可能性について検討した。深水処理した茎切片から得た節間切片の伸長

は pH 5.5 の弱酸性条件で最大に達した（図 1.3）。この pH 条件での節間組織の伸長

反応を，深水処理した節間と気中培養した節間とで部位別に比較したところ，深水

処理した節間は気中培養した節間よりも酸による伸長反応が大きいことが見出され

た（図 1.4）。したがって，浮稲節間の深水条件下での伸長には，節間組織の酸によ

る伸長反応の増大が関与している可能性が考えられ，エクスパンシンはその作用を

媒介することで急速な節間伸長に寄与している可能性が示唆される。 

次に，深水処理した節間と気中培養した節間において，内生のエクスパンシンに

よって媒介される，酸による細胞壁の伸展を比較した。節間深水処理した節間は，

気中培養した節間に比べて酸による細胞壁伸展性が高かった（図 1.5）。このときの

節間中の細胞壁タンパク質量および細胞壁タンパク質中のエクスパンシン活性には

差が認められなかった（図 1.6，図 1.8）が，エクスパンシンに対する細胞壁の反応

性は，深水処理した節間の方が気中培養した節間よりも高かった（図 1.9）。深水処

理した節間において，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高かった部位は基

部の 4 cm であり，この部位は節間の細胞分裂部位および伸長部位におよそ一致する。
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そして，最上位 1 cm のデータが示すように，すでに伸長を終えた細胞においては，

たとえ深水条件下におかれてもエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が再び増加

するということはなかった。これらの結果から，深水条件下での浮稲節間の伸長に

は，深水条件下で新たに生じた細胞において，エクスパンシンに対する細胞壁の反

応性が高く維持されることが重要であると考えられる。 

第 2 章では，深水条件から空気中に移した茎切片の節間と深水下に維持した茎切

片の節間を用いて同様の調査を行い，エクスパンシンによる節間伸長の調節につい

てさらに検討した。この調査においても，深水条件から空気中に移した節間と深水

条件下に維持した節間とでエクスパンシン活性に差がみられず（図 2.4），それと節

間の伸長速度（図 2.1B）との間に相関は認められなかった（表 2.1）。エクスパンシ

ンに対する細胞壁の反応性は，深水条件下に維持した節間に比べて深水条件から空

気中に移した節間ではより急速に低下し（図 2.5），節間の伸長速度と高い正の相関

を示した（表 2.1）。したがって，深水条件から空気中に移すことによる節間伸長の

停止（図 2.1A）は，その節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低

下によって引き起こされたと考えられ，一方深水下に維持した節間では，細胞壁の

反応性が比較的高いレベルに維持されたため，節間伸長が継続して生じたと考えら

れる。このように，浮稲節間の伸長調節にはエクスパンシンに対する細胞壁の反応

性が重要な役割を担っていることが示唆される。 
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細胞壁構造がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に及ぼす影響 

第 2 章において，深水条件から空気中に移した節間と深水条件下に維持した節間

において細胞壁構成糖を分析し，それらとエクスパンシンに対する細胞壁の反応性

との関係について検討を行った。細胞壁中のセルロース量および非セルロース性多

糖類量（図 2.7，図 2.8），そして非セルロース性中性糖の組成を調査し（図 2.9，図

2.10），細胞壁中のキシロース量（図 2.9）がエクスパンシンに対する細胞壁の反応

性と有意な負の相関を示すことを見出した（表 2.2）。したがって，キシロースを主

とする多糖の増加は，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下に関与させる

と考えられる。 

第 3 章では，高浸透圧ストレス下で培養して伸長を停止させた節間切片において

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性および細胞壁構造を調査し，それらの関係

についてさらに検討を行った。浸透圧ストレス下で培養した節間切片は，浸透圧ス

トレスを与えなかった切片に比べてエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高く

維持された（図 3.2B）。このときの細胞壁中のフェノール酸化合物，p クマル酸・フ

ェルラ酸・ジフェルラ酸の含量は，浸透圧ストレスを与えなかった切片では増加し

たのに対して浸透圧ストレス下で培養した切片では低く維持されていた（図 3.7，

図 3.8）。これらの結果から，フェノール酸化合物の蓄積はエクスパンシンに対する

細胞壁の反応性を低下させる可能性が示唆される。 

この可能性を検討するため，フェルラ酸を投与して浸透圧ストレス下で培養した
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節間切片においてエクスパンシンに対する細胞壁の反応性を調査した。フェルラ酸

の投与によってエクスパンシンに対する細胞壁の反応性は低下し（図 3.10B），同時

に細胞壁中のフェルラ酸やジフェルラ酸は増加し（図 3.12B，図 3.13B），エクスパ

ンシンに対する細胞壁の反応性との間に強い負の相関を示した（表 3.2）。したがっ

て，フェルラ酸およびジフェルラ酸は，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を

低下させる役割を持つ可能性が示唆される。 

以上の結果より，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を低下させる作用をも

つと考えられるのは，細胞壁中のキシロースを主とする多糖，フェルラ酸，そして

ジフェルラ酸である。これらの細胞壁構成物質が協働してエクスパンシンに対する

細胞壁の反応性を低下させるメカニズムとして考えられるモデルを図 4.1 に示した。

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を最も直接的に低下させる作用をもつのは，

細胞壁のマトリックス多糖（非セルロース性多糖類）に結合したフェルラ酸のカッ

プリングによるジフェルラ酸の形成である可能性が高い。ジフェルラ酸の形成は細

胞壁のマトリックス多糖どうしの架橋結合を導き，エクスパンシンがセルロースと

マトリックス多糖の間の水素結合を切断したとしても，マトリックス多糖の架橋に

よって細胞壁のゆるみ（伸展性の増加）が妨げられるのだろう。そして，キシロー

スを主とする多糖は，フェルラ酸の主な結合部位としての役割を担っているのかも

しれない。その多糖を同定することにより，エクスパンシンに対する細胞壁に対す

る反応性が低下するメカニズムをさらに明らかにすることができるだろう。 



1

2 3

1

2 3

セルロースミクロフィブリル

マトリックス多糖

キシロースを主とする多糖

フェルラ酸

ジフェルラ酸による架橋構造

エクスパンシンによる
水素結合の切断が
生じたとする部位

(A) (B)

図4.1 キシロースを主とする多糖，フェルラ酸，ジフェルラ酸がエクスパン
シンに対する節間細胞壁の反応性の低下を導くメカニズムのモデル

(A) 伸長中の節間の細胞壁のモデル。エクスパンシンによる水素結合の切断
が生じたとする3つの部位すべてで細胞壁のゆるみが生じ，細胞壁伸展性が
増加する。(B) エクスパンシンに対する反応性が低下した細胞壁のモデル。

細胞壁中のフェルラ酸が増加し，それに伴ってジフェルラ酸が形成される。
ジフェルラ酸はマトリックス多糖の架橋結合を導き，細胞壁構造が固定され
る。キシロースを主とする多糖は，フェルラ酸の主な結合部位としての役割
を担う。この状態では，エクスパンシンによる水素結合の切断が生じたとす
る部位のうち，部位1では細胞壁のゆるみが生じるが，部位2および部位3に
おいてはマトリックス多糖どうしがジフェルラ酸によって架橋されているた
め，細胞壁のゆるみが生じず，エクスパンシンによって媒介される細胞壁の
伸展性の増加は (A) よりも小さい。
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摘要 

 

浮稲は深水条件下で急速に節間を伸長させる特徴をもち，それによって深水条件

を生き抜くことができる。その節間伸長の調節における細胞壁タンパク質エクスパ

ンシンの関与について調査した。細胞伸長には細胞壁の伸展が不可欠であり，エク

スパンシンは酸性条件下で細胞壁の伸展を触媒する作用を持つタンパク質である。 

まず，深水条件下での節間伸長にエクスパンシンが関与している可能性について

検討した。深水処理した茎切片の節間組織から得た切片の伸長に及ぼす pH の影響

を調査した結果，節間切片の伸長反応は pH 6.0 以下で促進され，pH 5.5 の弱酸性条

件で最大に達した。次にこの pH 条件での節間組織の伸長反応を，深水処理した節

間と気中培養した節間とで部位別に比較したところ，深水処理した節間は気中培養

した節間よりも酸による伸長反応が大きいことが明らかになった。以上の結果から，

浮稲節間の深水条件下での伸長には，節間組織の酸による伸長反応の増大が関与し

ている可能性が考えられ，エクスパンシンはその作用を媒介することで急速な節間

伸長に寄与している可能性が示唆される。 

次に，深水処理した節間と気中培養した節間とで，内生のエクスパンシンによっ

て媒介される，酸による細胞壁の伸展を測定し部位別に比較した。気中培養した節

間に比べて，深水処理した節間は調査したすべての部位で酸による細胞壁伸展性が

高かった。このときの節間中の細胞壁タンパク質量および細胞壁タンパク質中のエ
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クスパンシン活性には，深水処理した節間と気中培養した節間との間に差が認めら

れなかった。一方，エクスパンシンに対する細胞壁の反応性は，ほとんどの部位で，

深水処理した節間の方が気中培養した節間よりも高かった。 

深水条件から空気中に移した茎切片の節間と，深水条件下に維持した茎切片の節

間とで，酸による細胞壁伸展性，エクスパンシン活性，エクスパンシンに対する細

胞壁の反応性を経時的に調査し比較した。深水条件下に維持して培養することによ

り節間細胞壁の酸による伸展性は低下したが，深水条件から空気中に移した節間で

はより急速に伸展性が低下し，これらの変化は伸長速度の変化と非常に高い正の相

関を示した。このときのエクスパンシン活性は，深水条件から空気中に移した節間

と深水条件下に維持した節間とで差がみられず，節間の伸長速度や酸による細胞壁

伸展性との相関は認められなかった。エクスパンシンに対する細胞壁の反応性は，

深水条件下に維持した節間でも低下がみられたが，深水条件から空気中に移した節

間ではより急速に低下し，節間の伸長速度や酸による細胞壁伸展性の変化と高い正

の相関を示した。これらの結果より，浮稲節間の伸長調節には，エクスパンシン活

性よりもエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が重要な役割を担っていることが

示唆される。 

深水条件から空気中に移した節間と，深水条件下に維持した節間とで，細胞壁構

成糖を分析し，それらとエクスパンシンに対する細胞壁の反応性との関係について

検討を行った。細胞壁中のセルロース量は，深水条件から空気中に移した節間にお
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いて顕著に増加し，一方深水条件下に維持した節間ではほぼ一定であった。したが

って，深水条件から空気中に移した節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の

反応性の低下にはこのセルロース量の増加が関与している可能性が考えられるが，

深水条件下に維持した節間におけるエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下

は，セルロース量の変化によっては説明できない。次に細胞壁を構成する非セルロ

ース性中性糖の組成を調査した。深水条件下に維持した節間でも，深水条件から空

気中に移した節間でも，細胞壁中のアラビノース量およびガラクトース量はほぼ一

定であり，またグルコース量は徐々に減少したものの，培養条件による差は認めら

れなかった。細胞壁中のキシロース量は，深水条件から空気中に移されることによ

って顕著に増加し，また深水処理を続けた節間でも，長期間培養することによって

キシロース量が増加し，これらのキシロース量の変化はエクスパンシンに対する細

胞壁の反応性と負の相関を示した。したがって，キシロースを主とする多糖の増加

がエクスパンシンに対する細胞壁の反応性の低下に関与している可能性が示唆され

る。 

深水条件下で伸長中の節間組織から得た切片を高浸透圧ストレス下で培養し，エ

クスパンシンに対する細胞壁の反応性および細胞壁構造を調査し，それらの関係に

ついてさらに検討を行った。浸透圧ストレス下で培養した節間切片は，浸透圧スト

レスを与えなかった切片に比べてエクスパンシンに対する細胞壁の反応性が高く維

持されていることが明らかになった。細胞壁構造を調査した結果，細胞壁中のフェ
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ノール酸化合物である p クマル酸，フェルラ酸，ジフェルラ酸含量は，浸透圧スト

レスを与えなかった切片では増加していたのに対して浸透圧ストレス下で培養した

切片では低く維持されていた。したがって，これらのフェノール酸化合物の蓄積が

エクスパンシンに対する細胞壁の反応性を低下させる可能性が示唆される。 

この可能性を検討するため，p クマル酸を投与して浸透圧ストレス下で培養した

節間切片で同様の調査を行った。p クマル酸の投与によって，細胞壁中の p クマル

酸量は増加したが，このときのエクスパンシンに対する細胞壁の反応性に変化はみ

られなかった。したがって，p クマル酸の蓄積はエクスパンシンに対する細胞壁の

反応性には影響を及ぼさない可能性が示唆される。 

次に，フェルラ酸を投与して浸透圧ストレス下で培養した節間切片においてエク

スパンシンに対する細胞壁の反応性を調査した結果，フェルラ酸の投与によるエク

スパンシンに対する細胞壁の反応性の低下がみとめられた。このときの細胞壁中の

フェルラ酸量は，フェルラ酸の投与によって増加し，エクスパンシンに対する細胞

壁の反応性との間に強い負の相関を示した。また，細胞壁中のジフェルラ酸量とエ

クスパンシンに対する反応性との間にも強い負の相関が認められた。したがって，

細胞壁におけるフェルラ酸およびジフェルラ酸の蓄積は，エクスパンシンに対する

細胞壁の反応性を低下させる因子である可能性が示唆される。 
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