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研究成果の概要（和文）：本研究は，植物の細胞外マトリックス構造（細胞壁）が細胞の形態形成を多面的に制
御していることを実証するとともに，各機能発現のための細胞壁構造のダイナミクスと分子制御機構の解明を目
指したものである。植物では，細胞壁の自律的な構造変化や外部からの加圧などによる物性変化・物理的バイア
スが細胞形成のトリガーになり，さらには細胞極性，細胞の伸展方向，細胞形態を制御する重要な要素になるこ
とが示唆されている。本研究では，細胞壁の基本骨格を形成するセルロース・ネットワーク構造を多面的かつ定
量的に分析できるイメージング技術の開発によって，多面的な機能を発現する細胞壁の構造ダイナミクスの捉え
ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Cell wall dynamics have been shown to play a key role in the regulation of 
cell expansion in plants. However, cell wall dynamics results not only in cell wall relaxation, but 
also in a highly biased pattern of cell wall mechanics. The mechanical bias due to the dynamic 
structure of cell wall may determine cell polarity and growth patterns, and trigger cell 
differentiation. In this study, we developed a quantitative confocal imaging method for general use 
in the study of cell wall dynamics in protoplasts derived from Arabidopsis leaf mesophyll cells. 
Confocal imaging of regenerating cell walls in protoplasts stained with Calcofluor White M2R allowed
 us to visualize the cellulose network, the basic framework that functions as the mechanical 
underpinning of the cell wall. Using the image analysis techniques, we successfully characterized 
dynamics of the cellulose network, which provides a mechanical bias for functional expression of 
cell wall in cell morphogenesis.

研究分野：植物分子遺伝学

キーワード： 植物細胞壁　プロトプラスト　セルロース　キシログルカン　ネットワーク構造　イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の形態形成は，発生プログラムや環境シグナルによる統御を受け，最終的には細胞壁の強靱性と伸展性とい
う２つの物理的性質の相互変換によって制御される細胞形成に依存している。近年，植物においても，細胞内情
報伝達や遺伝子発現の制御機構の研究が飛躍的な進歩を遂げる一方で，細胞壁による細胞形成の分子機構の解明
は大きく遅れている。本研究で細胞形成に寄与する細胞壁の機能的構造のダイナミクスを明らかにできたこと
は，植物の形態形成メカニズムの総合的な理解に繋がるものであり，この研究成果は，学術的に意義があるだけ
ではなく，農業における品種改良などでも大きな社会貢献に繋がるものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)植物の細胞は，細胞表面を覆う固い細胞壁によって形状が維持される一方，細胞壁の弛緩は
細胞伸長を誘起すると考えられている。今日まで，この細胞壁の強靱性と伸展性という２つの物
理的性質に着目し，細胞形状の維持と細胞伸長における細胞壁の役割についての研究が進めら
れている。 
 
(2)しかし近年，細胞壁にかかる物理的な刺激によって，細胞の形状変化が促進され，細胞分化
などが誘発されることから，細胞壁の物性変化は，細胞伸長だけはなく，細胞形成において多面
的な機能を果たしている可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は，植物において細胞壁が細胞形成を多面的に制御していることを実証し，個々の制
御機能を発現する細胞壁の構造とダイナミクスの解明を目指したものである。特に植物の細胞
表面を覆う細胞壁は，自律的な構造改変や外部からの加圧などが原因となって物性変化・物理的
バイアスを生じることから，この物性変化・物理的バイアスと機能発現との関連に着目した研究
を展開する。本研究では，物性変化・物理的バイアスを生じさせるための細胞壁構造とダイナミ
クスを解明するとともに，この物性変化・物理的バイアスが細胞形成のトリガーになり，さらに
は細胞極性，細胞の伸展方向，細胞形態を制御する重要な要素になることを証明する。 
 
(2) また細胞壁の機能的構造を構築するために必要な構成多糖や，細胞壁に物性変化・物理的バ
イアスを誘発する因子を同定することで，細胞壁の機能発現を担う分子制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞壁構造のダイナミクスと細胞形成との関連性を明らかにするために，シロイヌナズナ
の葉肉細胞から作成したプロトプラストを実験材料とした細胞再生の実験系を利用した。 
 
(2) 細胞壁の機能的構造の構築プロセスとダイナミクスを定量的かつ多面的に捉えるために，
細胞壁の機能的構造の基本骨格を形成するセルロース・ネットワーク構造を可視化し，イメージ
ング技術により，このネットワーク構造を定量的かつ多面的に分析する技術を開発・利用した。
さらに細胞壁成分を個別に認識できるモノクローナル抗体などを利用して，他の細胞壁構造に
ついても同様の解析を行った。 
 
(3) 細胞壁構造のダイナミクスによる生じる物性変化・ 物理的バイアスが細胞形成のトリガー
となり，細胞極性，細胞の伸展方向，細胞形態を制御していることを実証するために以下の研究
戦略を進めた。①イメージング技術を用いて，細胞壁構造と機能発現時の構造ダイナミクスを分
析する。②細胞壁の構造変化による物性変化や，細胞壁成分の偏在による物理的バイアスが生じ
る領域を推定する。③細胞極性，細胞の伸展方向，細胞形態を解析し，細胞壁による物性変化や
物理的バイアスがかかった領域との相関を明らかにする。 
 
(4) 逆遺伝学的手法を用いて細胞壁の構成分子や関連タンパク質を欠損させることで，細胞壁
の機能発現に必要な構成分子や酵素などを同定し，細胞壁の機能発現の分子制御機構の解明を
目指す。 
 
４．研究成果 
(1) プロトプラスト表面のセルロース微繊維をカルコフルオールなどの蛍光色素で染色した後，
共焦点レーザー顕微鏡で Zスタック画像を獲得し，これらの画像からセルロース・ネットワーク
の立体像を再構築し，これを平面に投影した２値化画像を使って，セルロース微繊維のネットワ
ークの全体構造の総線量，平均輝度，並行度，分散などを定量的に分析する技術を開発した（図
1）。また細胞壁成分を個別に認識できるモノクローナル抗体を利用して，他の細胞壁成分の細胞
構造内の局在などを解析した。 
 
(2)前述のイメージング技術を利
用して，プロトプラストで再構築
するセルロース・ネットワーク構
造を経時的に分析することで，細
胞壁の機能的構造の基本骨格を
形成するセルロース・ネットワー
ク構造のダイナミクスを捉える
ことに成功した。プロトプラスト
における細胞壁の再構築過程で
は，急速にセルロース微繊維が合
成されるとともに，幾つものセル
ロース微繊維がスタッキングす

図１ イメージングによるセルロース・ネットワークの定量解析



ることで，さらに強固な太い繊維を形成していた（図 2）。さらに細胞壁再構築の初期過程では，
セルロース微繊維は細胞表面にランダムに蓄積するため，強固な繊維が交差した強靭なネット
ワーク構造を形成していた。ま
たこの強靭なセルロース・ネッ
トワーク構造は一様ではなく，
セルロース微繊維の密度に偏り
があることから，細胞壁に物理
的バイアスを生じさせているも
のと推定された。さらに細胞壁
構築が進行すると，セルロース
微繊維が特定の一方向に対して
直角方向に配向するように沈着
していく過程が観察された。 
 
(3) プロトプラスト表面の細胞
壁再構築の進行に伴い，細胞が球形から極性のある円筒形へと形状を変化させることが確認さ
れた。セルロース微繊維が円筒の軸となる方向に対して直角に配向していたことから，セルロー
ス微繊維のランダムな蓄積から方向性を持った蓄積への転換が，円筒形細胞の軸を決めるとと
もに，細胞の側方向への膨張を抑制し，軸方向へと伸長を規定しているものと考えられた。細胞
壁再構築の初期過程で観察されたセルロース微繊維の密度に偏りと細胞の極性などとの相関を
示す実験結果までは得られなかったが，少なくともセルロース微繊維の蓄積パターンの変化に
伴うネットワーク構造と細胞形状の変化と伸長方向との関連性を示す実験結果を得ることに成
功した。 
 
(4) 細胞壁の機能発現に必要な細胞壁構造を明らかにするため，細胞壁の各構成成分を合成す
る酵素を欠損した突然変異体を用いた解析を行った。特に着目すべき細胞壁多糖は，セルロース
微繊維間を架橋することで機能的なネットワーク構造を構築すると考えられているキシログル
カンであることから，キシログルカンを完全に合成できない xxt1/xxt2突然変異体を用いた研究
を優先的に進めた。これまでセルロース微繊維がネットワーク構造を形成するためにはキシロ
グルカンが必要であると考えられていたが，xxt1/xxt2のプロトプラストでも野生型と同様のセ
ルロース・ネットワーク構造が形成されることが本研究を通して明らかになった。しかしキシロ
グルカンを欠いたセルロース・ネットワークは，伸展性などの細胞壁の機能を軽減させることも
示唆され，主要なヘミセルロースであるキシログルカンは，細胞伸長を促進する細胞壁の弛緩な
どで重要な役割を担うものと推測された。 
 
(5) すでに当研究室では，プロトプラストの細胞壁再構築過程において細胞壁に相互作用する
タンパク質を網羅的に同定していたことから，このデータベースの情報を利用した逆遺伝学的
手法によって細胞壁構築に必要な因子の同定を試みた。しかし本実験を通して，セルロース以外
の細胞壁多糖の欠失や細胞壁改変に関わる酵素の欠損では，初期過程のセルロース・ネットワー
ク構造への影響は確認できなかった。この結果は，細胞壁構築の初期段階のセルロース・ネット
ワーク構造はセルロース微繊維の相互作用によって自律的に形成されることを示唆するもので
あった。 
 
(6) セルロース分子を繋ぎ換える新規酵素，セルロースエンド型転移酵素（CET）の単離・同定
に成功した。セルロース・ネットワークの基本構造は自律的に構築されるものと考えられたが，
セルロース分子間を繋ぎ換えることができる酵素活性の発見によって，基本構造が構築された
初期段階以降の細胞壁の機能発現では，CET などの転移酵素によるセルロース・ネットワークの
ダイナミクスが重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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