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研究成果の概要（和文）：二次壁はセルロースミクロフィブリルの配向角度の違いにより３層に分けられる。し
かし、二次壁の壁層構造がどのような細胞内分子機構により構築されるのかについては未だ不明な点が多い。本
研究では木部細胞の二次壁形成過程でセルロースミクロフィブリルの空間配置を制御する分子機構の解明を目標
として、表層微小管のライブセルイメージングおよび壁層構造の構築に関与する転写因子の機能解析を行った。
その結果、新たに同定した転写因子がS2層形成を制御するキー転写因子であること、S1層形成中の細胞とS2層形
成中の細胞では表層微小管の空間配置を維持する機構が異なる可能性があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Secondary cell wall (SCW) consists of S1, S2, and S3 layers in tracheids and
 wood fibers in many woody species. S1, S2, and S3 layers are distinguished by the arrangement of 
the cellulose microfibrils to the longitudinal cell axis; microfibrils in the S1, S2, and S3 layers 
are arranged in flat helices, steep helices, and flat helices, respectively. However, little is 
known about the molecular regulation of the SCW layer formation in xylem cells. In this study, we 
analyzed the function of transcriptional factors that are associated to the SCW layer formation and 
performed live cell imaging of cortical microtubules in Populus suspension cells using a 
transcriptional induction system. Our results indicate that the transcriptional factors, which are 
isolated from Populus species, have a key role in the S2 layer formation in wood fibers and that 
spatiotemporal dynamics of cortical microtubules would be different between in S1 layer-forming 
cells and S2 layer-forming cells.

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
樹木に固定される炭素のうち約50%が木材に蓄積すると言われており、脱炭素社会や循環型社会の実現には木材
の高度有効利用が重要となる。また、木材を建築材料として利用する場合、物理的強度の高い建材ほど付加価値
が高い。二次壁の壁層構造は木材強度を決定する重要な要素であり、その形成過程を理解することは木材の高度
利用に直結する課題である。本研究の成果により、世界で初めて壁層構造の構築を制御するキー遺伝子の同定に
成功した。さらに、単一細胞を用いて各壁層を形成している細胞の模倣にも成功した。これらの成果は、高強度
を実現した優良樹木の開発と育成に繋がる結果であると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞壁は一次壁と二次壁に大別され、細胞の伸長・拡大停止後に堆積する二次壁が細胞壁の大
部分を占めている。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。各壁層ではセルロースミクロフィブリルの配向角度が異なっており、S1層で
は細胞軸に対して緩傾斜、S2層では急傾斜、S3層では緩傾斜として配向している。このうち、S2
層は細胞壁の約 70〜80%を占めており、S2 層のセルロースミクロフィブリルの配向角度が木材
の力学的特性を決定する重要な要素である。 
 セルロースミクロフィブリルの配向は、細胞骨格である表層微小管により制御されている。こ
れは、細胞膜直下の表層微小管の配列に沿って、セルロース合成酵素が移動するためである。木
部繊維や仮道管の発達過程では、表層微小管の空間的な配置が大きく変動し、それに伴いセルロ
ースミクロフィブリルの配向も変化する。しかし、二次壁の形成過程において、表層微小管の空
間配置を制御する機構（例えば、S1層から S2層および S2層から S3層へ配向角度が変化する機
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。 
 研究代表者は、ポプラにおいて木部繊維の二次壁形成を制御する新規転写因子遺伝子（TF26お
よびそのパラログ TF26b）を同定している。TF26を過剰発現させたポプラでは通常ランダムに配
向する表層微小管が平行かつ蜜に配置し、TF26および TF26bを欠損させたポプラでは木部繊維の
細胞壁が約 50%薄くなる。これらのことから、TF26および TF26bが二次壁の壁層構築の過程で重
要な役割を果たしている可能性が示唆されている。 
 木部繊維は維管束形成層の内側（つまり、幹の内部）で分化するため、細胞の生理活性を維持
したまま分化・発達の過程を観察することは非常に困難である。そのため、細胞を単一化し、制
御条件下で目的の細胞へと分化させる誘導系が有効である。誘導系の１つとして、誘導剤により
転写因子の機能をオンにし、目的の細胞を誘導することのできる転写誘導システムがある。近年、
道管発達の制御因子を利用した転写誘導システムが開発され、単一細胞を管状要素へと効率的
に誘導できることが報告されている。木部繊維についても転写制御機構の解明が進んでおり、培
養細胞を用いた転写誘導システムの開発に道が拓けてきている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は、木部細胞の二次壁形成過程におけるセルロースミクロフィブリルの空
間配置を制御する分子機構を解明することである。本課題では、セルロースミクロフィブリルの
配向を制御する表層微小管に着目し、（１）ポプラを用いた木部繊維の単一細胞転写誘導システ
ムの開発、（２）二次壁形成中の表層微小管の空間配置および動態の解析、（３）表層微小管の空
間的・時間的変化を制御する因子の探索と機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ポプラを用いた木部繊維の単一細胞転写誘導システムの開発 
 微小管を可視化するための遺伝子[α-チューブリン（TUA）と緑色蛍光タンパク質（GFP）の融
合遺伝子]および転写誘導するための遺伝子[TF26および TF26bとグルココルチコイド受容体（GR）
の融合遺伝子]を同一のバイナリーベクター上に連結し、ポプラに導入した。得られたポプラ形
質転換体から懸濁培養細胞を誘導し、誘導剤（デキサメタゾン）処理前後での表層微小管の空間
配置を蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
（２）二次壁形成中の表層微小管の空間配置および動態の解析 
 （１）で開発した転写誘導システムを用いて、誘導剤処理した細胞の表層微小管を数日おきに
共焦点レーザー顕微鏡顕により観察した。また、誘導剤処理を数日行った細胞を一定時間おきに
顕微鏡観察することにより、表層微小管のライブセルイメージングを行った。 
 
（３）表層微小管の空間的・時間的変化を制御する因子の探索と機能解析 
 TF26過剰発現ポプラの２イベントおよびコントロール個体から total RNA を抽出し、RNA-seq
解析を行った。バイオインフォマティクス解析により、TF26過剰発現ポプラの２イベントで共通
して発現増大もしくは発現減少する微小管関連遺伝子を同定した。このうち、12 個の微小管関
連遺伝子について組織ごとの発現パターンや木部発達過程での発現変動を解析した。 
 
（４）ポプラおよびスギにおける TF26遺伝子ファミリーの機能解析 
 研究開始当初、（１）〜（３）を研究課題として計画していたが、それに追加して TF26遺伝子
ファミリーの機能解析を行った。まず、TF26 および TF26b を欠損させたポプラを用いて、S1 層、
S2 層、S3 層の細胞壁厚およびセルロースミクロフィブリルの配向角度を透過型電子顕微鏡によ
り観察した。また、針葉樹に保存されている TF26 の相同遺伝子の機能を調べるために、スギの
TF26オルソログを標的とした CRISPR/Cas9 用バイナリーベクターを作製し、スギに形質転換を
行った。作製したスギ変異体を用いて、幼植物体の木部構造を顕微鏡により観察した。 



 

 

 
４．研究成果 
（１）ポプラを用いた木部繊維の単一細胞転写誘導システムの開発 
 ポプラ形質転換体（TUA-GFP+TF26-GR および TUA-GFP+TF26b-GR）について各２イベントず
つ作製し、懸濁培養細胞を誘導した。４イベントのうち、培養液中で単一細胞が多く観察される
TUA-GFP+TF26-GR の１イベントについて、デキサメタゾンにより処理を行い、表層微小管を共
焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。その結果、デキサメタゾン処理前にランダムに配置し
ていた表層微小管が、処理後１〜２日後には平行かつ密に配置することを見出した。そこで、こ
れ以降の解析では TUA-GFP+TF26-GR の懸濁培養細胞を用いて、顕微鏡観察を行った。 
 
（２）二次壁形成中の表層微小管の空間配置および動態の解析 
 TUA-GFP+TF26-GRをデキサメタゾンで処理し、１日おきに表層微小管の空間配置を観察した。
その結果、処理後１日目から表層微小管の密度が増加し、２日目には表層微小管が細胞長軸に対
して約 90 度の角度で高密度に配置していた（図１左）。その後、表層微小管の配向角度は約 90
度を数日間維持し、処理後４日目には細胞長軸に対してより平行に配向する細胞が確認された
（図１右）。一方で、後者の細胞が出現する
割合は数％と非常に低かった。 
 次に、細胞長軸に対して表層微小管の配
向角度が約 90 度の細胞と平行に配向する
細胞を用いて、ライブセルイメージングを
行った。その結果、前者の細胞と後者の細
胞では、表層微小管の伸長方向性が異なる
ことを見出した。表層微小管が約 90 度に
配向する細胞は S1層形成中の細胞、平行に
配向する細胞は S2 層形成中の細胞である
可能性がある。このことは、二次壁の形成
段階により表層微小管の動態が異なる可
能性を示唆している。 
 
 
（３）表層微小管の空間的・時間的変化を制御する因子の探索と機能解析 
 TF26過剰発現ポプラの２イベントおよびコントロール個体から total RNA を抽出し、RNA-seq
解析を行った。バイオインフォマティクス解析により、TF26過剰発現ポプラの２イベントで共通
して発現増大する遺伝子を 900 遺伝子（padj < 0.01）、発現減少する遺伝子を 403 遺伝子（padj < 
0.01）同定した。さらに、発現増大する遺伝子のうち、26 遺伝子は微小管関連遺伝子であること
を明らかにした。次に、RNA-seq解析により発現量の差が大きかった 12個の微小管関連遺伝子
について遺伝子発現パターンの解析を行った。その結果、すべての遺伝子が葉、根、師部、シュ
ートと比較して木部での発現量が高いことを明らかにした。そこで、これらの遺伝子を特異的に
破壊する CRISPR/Cas9 用バイナリーベクターを作製し、ポプラへ形質転換を行い、ゲノム編集
個体を獲得した。 
 
（４）ポプラおよびスギにおける TF26遺伝子ファミリーの機能解析 
 TF26および TF26bを欠損させたポプラ二重変異体を透過型電子顕微鏡により観察した結果、変
異体では二次壁 S2層の厚さが約８割薄くなっていた。さらに、S2層のセルロースミクロフィブ
リルの配向性は、野生型では急傾斜である一方、二重変異体では緩傾斜に変化していた。このこ
とから、TF26および TF26bは S2層形成を制御する重要な転写因子であることが示唆された。 
 次に、スギの TF26 オルソログのゲノム編集個体を用いて、茎の木部組織を観察した結果、S2
層のセルロースミクロフィブリルの配向角度が変化する傾向が見られた。この結果は、針葉樹に
おいても TF26遺伝子ファミリーが壁層構造の形成に関与する可能性を示唆している。 
 
 本研究課題の最終目標は、木部細胞の二次壁形成過程におけるセルロースミクロフィブリル
の空間配置を制御する分子機構の解明である。本課題の成果として、樹木の二次壁形成に関して
２つの新知見を提供することができた。１つ目は、TF26および TF26bが二次壁の S2層形成を制御
するキー転写因子であり、その機能が針葉樹においても保存されている可能性があることであ
る。この結果は、広葉樹においても針葉樹においても壁層構造の構築過程で類似した制御機構が
関与することを示唆している。２つ目は、表層微小管の配向角度が異なる２種類の細胞（表層微
小管が細胞長軸に対して約 90 度に配向する細胞と平行に配向する細胞）では、表層微小管の動
態が異なる可能性があることである。この結果は、S1層および S2層を形成している細胞におい
ては表層微小管の空間配置を維持する機構が異なることを示唆している。これら、本課題で得ら
れた知見については国内や国際学会で発表を行った。 

図１ デキサメタゾンで４日間処理した培養細
胞（TUA-GFP+TF26-GR）の表層微小管の顕微鏡
像。左の細胞では表層微小管が細胞長軸に対し
て約 90 度に配向しており、右の細胞では細胞
長軸に対して平行に配向している。 
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