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研究成果の概要（和文）：ポプラにおいて表層微小管の空間構造を制御する新規遺伝子（TF26遺伝子）の機能解
析を行なった。TF26遺伝子およびそのパラログ（TF26b遺伝子）は木部組織で高発現しており、TF26遺伝子過剰
発現ポプラでは木部繊維の細胞壁が厚くなった。一方で、TF26遺伝子およびTF26b遺伝子を破壊したポプラでは
木部繊維の細胞壁厚が薄くなっていた。また、TF26遺伝子およびTF26b遺伝子の遺伝子発現制御解析の結果、両
遺伝子は二次壁形成のマスター転写因子であるNST/SND遺伝子と正の転写フィードバックループを形成すること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we characterized transcription factors, TF26 and 
TF26b, which were identified as novel regulators of cortical microtubule distribution in poplar. 
TF26 and the paralogous gene, TF26b, were preferentially expressed in the xylem tissues of poplar. 
Overexpression of TF26 enhanced cell wall formation in wood fiber cells. We generated double 
knockout poplars, tf26 tf26b. Histological analysis of xylem tissues showed that secondary cell wall
 of wood fibers was depressed in the knockout mutants. Microarray analysis and quantitative 
real-time PCR analysis using TF26 overexpressors and double knockout mutants demonstrated that TF26 
and TF26b form a positive transcriptional feedback loop with NST/SND orthologues, master regulators 
of secondary cell wall formation in wood fibers.

研究分野：樹木分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で同定した転写因子（TF26遺伝子およびTF26b遺伝子）は、木部繊維の二次壁形成のマスター転写因子
NST/SND遺伝子（VNS09およびVNS10）と正の転写フィードバックループを形成している。新たに発見した本制御
機構は、木部繊維が二次壁を厚く堆積するためのシステムであると推察される。本研究成果により、支持細胞
（木部繊維）が巨大な樹体を支えるために細胞壁を厚く発達させ物理的強度を獲得する分子メカニズムの一端を
明らかにすることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)表層微小管が制御するセルロースミクロフィブリル（MF）の配向 
 樹木はその巨大な樹体を永年的に維持するために、高度に分化した細胞壁を形成する。細胞
壁は一次壁と二次壁に大別され、一次壁は細胞が伸長・拡大中に堆積する薄い細胞壁、二次壁
は細胞が伸長・拡大停止後に堆積する厚い細胞壁である。広葉樹の木部繊維や針葉樹の仮道管
の場合、二次壁は S1層、S2層、S3層の３層に区別される。二次壁の各壁層では細胞長軸に対
する MFの配向角度が異なっており、S1層では緩傾斜、S2層では急傾斜、S3層では緩傾斜とし
て配向している（文献 1）。MFの連続的な配向変化は、細胞膜直下に局在する繊維状の表層微小
管により制御されることが知られている。しかし、二次壁形成中に生じる MF及び表層微小管の
配向変化が、どのような細胞内分子機構により制御されているのか未だ詳細な理解には至って
いない。そこで、本研究では、MF及び表層微小管の空間構造を制御する細胞内分子機構を解明
することを最終目標とする。 
 
(2)木部分化過程に生じる表層微小管の空間構造の変化 
 表層微小管の空間構造は、木部繊維や仮道管の発達段階によって変化する。形成層帯の紡錘
形細胞においては、表層微小管は細胞内全体にランダムに配置している。一次壁堆積中の細胞
になると、表層微小管に平行性が認められるようになり、らせん状の配向を示す（文献２）。さ
らに分化が進行した二次壁堆積中の細胞では、微小管は密に配置し平行性がより強くなる。ま
た、二次壁の S1層、S2層、S3層を比較すると、S2層での微小管の密度が最も高いことが報告
されている。しかし、表層微小管の空間構造を制御する機構（例えば、配向角度の決定機構、
S1層から S2層、S2層から S3層への配向角度を変化させる機構、平行性の維持機構、密度の制
御機構など）に関しては未だ多くの疑問が残されている。 
 
(3)木部細胞において表層微小管の空間構造を制御する新規因子 
 研究開始当初、ポプラにおいて表層微小管の空間構造（平行性と密度）を制御する新規遺伝
子（TF26 遺伝子）を同定していた。TF26 遺伝子は転写因子をコードすることから、下流のター
ゲット因子を介して表層微小管の配向や密度を制御していると推察される。しかし、TF26遺伝
子が木部のどの細胞でどのように機能しているのか、さらには表層微小管の空間構造をどのよ
うに制御しているのかについては未だ詳細な理解に至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、分化中の木部細胞において MF及び表層微小管の空間構造を制御する細胞内分子
機構の解明を最終目標とする。そのために、表層微小管の配向と密度を変化させる新規転写因
子（TF26 遺伝子）に着目し、「木部細胞の発達過程において TF26 遺伝子が MF および表層微小
管の配向を制御する機構の解析」、「TF26 遺伝子が表層微小管の動的変化に与える影響の評価」
を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の遺伝子発現解析 
 ポプラには、TF26 遺伝子のパラログとして TF26b遺伝子が保存されている。そこで、TF26 遺
伝子および TF26b 遺伝子が発現する細胞を詳細に調べるために、各遺伝子のプロモーター領域
（TF26pro および TF26bpro）にレポーター遺伝子（GFP-GUS）を融合したバイナリーベクターを
ポプラに導入した。作成した形質転換体（TF26pro:GFP-GUS および TF26bpro:GFP-GUS）につい
て GUS 染色を行なったのち、顕微鏡により観察した。 
 
(2)木部細胞の発達過程における TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の機能解析 
 TF26 遺伝子過剰発現ポプラ（TF26ox）をポット苗として生育させたのち、主幹サンプルを用
いて顕微鏡観察を行なった。CRISPR/Cas9 システムを利用し、TF26 遺伝子および TF26b遺伝子
を破壊した TF26 TF26b遺伝子欠損ポプラ（tf26 tf26b）を作成した。tf26 tf26bの無菌株を鉢
上げしたのち、主幹を用いて顕微鏡観察および細胞壁構成成分の化学分析を行なった。 
 
(3)TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の転写制御ネットワークの解析 
 TF26 遺伝子過剰発現ポプラおよびコントロール個体を用いてマイクロアレイ解析を行い、
TF26 遺伝子過剰発現体において変動する遺伝子群を同定した。そのうち一部の遺伝子について
は、tf26 tf26bを用いてreal time PCR解析を行った。 
 TF26 遺伝子および TF26b遺伝子が NST/SND 遺伝子を直接的または間接的に転写制御するかど
うかを調べるために、各遺伝子にグルココルチコイド受容体ドメイン（GR）を連結した遺伝子
（TF26-GR、TF26b-GR）を作成しポプラへ導入した。作成した形質転換体について、グルココル
チコイドおよびシクロヘキシミドを単独もしくは同時に添加し、NST/SND 遺伝子の発現変動を
real time PCR により解析した。 
 
(4)TF26 遺伝子が制御する表層微小管の動態解析 
 TF26ox では、微小管を生体内で可視化するための遺伝子（GFP-AtTUA6）が発現している。そ



こで、共焦点レーザー顕微鏡により表層微小管を連続的に観察し、微小管の動態を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の遺伝子発現解析 
 TF26pro:GFP-GUSおよびTF26bpro:GFP-GUSの無菌培養株を鉢上げしたのち、主幹を用いてGUS
染色を行なった。その結果、TF26bプロモーターは木部繊維、木部放射柔細胞、道管、および師
部繊維において GUS 活性が観察された。一方で、TF26pro:GFP-GUS では形質転換体のラインに
より染色性が異なっていた。その理由として、TF26 プロモーターの長さが短いことが考えられ
たため、さらに長鎖の TF26 プロモーター（TF26proL）を単離し、TF26proL:GFP-GUS 個体を作
成した。研究開始当初までの成果として TF26 遺伝子および TF26b遺伝子が二次木部で高発現し
ていることを明らかにしている。GUS 染色の結果も考慮すると TF26 遺伝子および TF26b遺伝子
は二次壁形成が生じる細胞で機能すると推察された。 
 
(2)木部細胞の発達過程における TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の機能解析 
 TF26ox の主幹を用いた顕微鏡観察の結果、木部繊維の細胞壁が厚くなること、細胞壁構成成
分（セルロース、ヘミセルロース、リグニン）が髄の柔細胞において異所的に蓄積することが
明らかなった。tf26 tf26b の主幹についても顕微鏡観察を行なったところ、道管要素の細胞壁
厚には大きな変化が見られず、木部繊維の細胞壁厚が約半分に薄くなっていた。そこで、二次
壁の各壁層（S1層、S2層およびS3層）の厚さを定量的に解析するために、透過型電子顕微鏡
および走査型電子顕微鏡を用いて tf26 tf26bの木部組織の観察に着手した。また、tf26 tf26b

の木部サンプルを用いて細胞壁構成成分の化学分析を行なったところ、tf26 tf26bでは S2層お
よび S3層に高蓄積する細胞壁成分が減少することが明らかになった。これらの結果より、TF26
遺伝子および TF26b遺伝子は木部繊維の二次壁形成、特に S2 層および S3 層の堆積に関与する
可能性が示唆された。 
 
 (3)TF26 遺伝子および TF26b遺伝子の転写制御ネットワークの解析 
 マイクロアレイ解析および real time PCR 解析の結果、TF26 遺伝子および TF26b遺伝子は木
部繊維の二次壁形成のマスター転写因子である NST/SND 遺伝子（VNS09 および VNS10）の遺伝子
発現を正に制御していることが明らかになった。次に、TF26-GR および TF26b-GR を導入したポ
プラをグルココルチコイドやシクロヘキシミドにより処理したところ、TF26 遺伝子および
TF26b遺伝子は VNS09 および VNS10 を直接的に転写制御する可能性が示唆された。研究開始当初
までの成果として、VNS09 および VNS10 は TF26 遺伝子および TF26b遺伝子の遺伝子発現を正に
制御することが分かっている。これらの結果を考慮すると、TF26 遺伝子および TF26b遺伝子は
VNS09 および VNS10 と正の転写フィードバックループを形成すると推察される（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)TF26 遺伝子が制御する表層微小管の動態解析 
 TF26ox およびコントロール個体の葉の表皮細胞において、光褪色後蛍光回復法により表層微
小管の動態解析を行なった。その結果、TF26ox とコントロール個体では同様の蛍光強度の回復
が観察された。このことから、二次壁形成中の細胞においても表層微小管のターンオーバーが
頻繁に生じていると考えられる。 
 
 以上の結果から、本研究で同定した転写因子（TF26 遺伝子および TF26b遺伝子）は二次壁形
成のマスター転写因子である NST/SND 遺伝子（VNS09 および VNS10）と正の転写フィードバック
ループを形成することにより、木部繊維の二次壁形成や表層微小管の空間構造を制御している
と考えられる。本研究成果により、樹木が巨大な樹体を支えるために支持細胞（木部繊維）の
細胞壁を厚くする分子メカニズムの一部を明らかにすることができた。 
 

図１ TF26 遺伝子およびTF26b遺伝子の転写

制御ネットワークと二次壁形成のモデル図 
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