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研究成果の概要（和文）： 

マダケ属の栄養生長モデル確立とその応用を目指した本研究の主な研究成果は、以下の通りであ

る。①ハチクおよびマダケ懸濁細胞系の樹立と高効率形質転換系の開発を達成した。②ハチク細

胞株リグニン蓄積モデルを用いて2週間以内に成竹と同等のリグニンを蓄積することに成功し、

この系を用いた組織形態・代謝生理および遺伝子発現解析を行った。③マダケ属（ハチク、モウ

ソウチク、マダケ、モウハイチク）およびササ類、熱帯性のタケ類について節培養を試み、幾つ

かの系統について無菌植物体の増殖および維持方法を確立した。この方法で例えば微小管内や温

室苗として芽の肥大や発根を制御することができた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We established following methods and procedures (#1-#3) to elucidate detailed features 

and mechanisms of growth in bamboo plants.  

 

#1; Establishment of a novel practical protocol for particle bombardment-mediated 

transformation of Phyllostachys bamboo suspension cells and its utilization. 

#2; Establishment of a novel xylogenic suspension culture model for exploring 

lignification in Phyllostachys bamboo and its utilization. 

#3; Establishment of node culture systems of several bamboo species for functional 

analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

温帯性竹類（Phyllostachys マダケ属）は、

春先「地下茎からの筍（たけのこ）の肥大」、

夏期「稈（かん：竹の幹に相当する部分）の

伸長・成熟」を伴うダイナミックな栄養繁殖

をライフサイクル最大の特徴とする。この生

長には先端部分の生長点と、各節の生長帯の

２分裂組織が関与しており、フィールドを中

心とした生態学、植物学、組織学的アプロー

チにより古くから研究されているが、その生

活環から年 1度の調査・観察に頼るしかなく、

現在まで、タケ植物の「肥大と成熟」詳細に
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ついては不明な点が多い。もし、タケ植物に

おいてシロイヌナズナやイネなどモデル植

物のように細胞・組織培養系を効率よく活用

できれば、当該植物の生長生理や代謝調節に

関する網羅的な解析を進めることができる

と考えられる。このような取組は国内外で非

常に少なく、もしタケ植物の細胞・組織培養

系を確立し、生長モデル化できれば自然科学

分野の発展に役立つことはいうまでもなく、

タケ林資源の高度な管理栽培や多機能性植

物バイオマスとしての資質を新たに開拓す

ることが可能となる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者が確立したマダケ属の細

胞・組織培養技術を活用し、従来の研究で成

しえなかった(1)同調細胞培養系による「通

年の生長生理解析と肥大・成熟制御要因の探

索」、(2)安定提供可能なクローン竹苗を用い

た「微小管内・温室等による生長特性の検証」

を達成するための生長モデルを構築・深化さ

せることによって、マダケ属の肥大・成熟機

構を明らかにすると共に、(3)「遺伝子組換

え技術を確立」し、タケの高度解析・利用基

盤を整備することを目指している。 

 

３．研究の方法 

目的(1)から(3)を達成するため、細胞・組織

培養と植物細胞工学（荻田）、代謝に関わる

酵素・分子生物学（加藤）、植物細胞壁中の

リグニン関連代謝物質の定量と構造解析（岸

本）を専門とする研究者を組織した。また、

材料の確保には多くのタケ類植物（約５００

種、日本最大規模）を蓄積している富士竹類

植物園に協力を依頼し、円滑な研究推進体制

を構築し、以下の研究に取り組んだ。 

 

〔研究方法概要〕 

(1)同調細胞培養系の整備： 

先行モデルとしてハチクおよびマダケの筍由

来カルスを用いて、次のように基本培地およ

び植物生長調節物質の条件を検討した。基本

培地としてMSおよび、その無機塩類のみを1/2 

濃度に改変した1/2MS 培地を用いた。各培地

にはスクロースを3% (w/v) 添加し、pHを5.7 

に調整した。植物ホルモンとして2,4-D、

Picloram、2,4,5-Tを0-10 μM添加しゲランガ

ム0.3% (w/v)で固化した。調得られた結果（後

述）を参考に、2,4-D を3 μM またはPicloram 

を10 μMを加え、KH
2

PO
4 

濃度を85-680 mg/l に

改変した1/2MS、MS培地を準備し、カルスの増

殖評価を行った。最終的にKH
2

PO
4 

濃度を680 

mg/l に改変したMS培地にて液体懸濁培養を

行った。 

 

(2)クローン竹苗の安定供給とその応用： 

温室にてプランター苗として生育している

各種タケの当年伸長稈および竹枝より節部

分（約 2 cm）を切り出し、滅菌処理を行い、

液体の 1/2MS 培地中でシュートを展開、発根

させた。このものを温室で土壌順化し、クロ

ーン竹苗を増殖させると共に、地下茎や稈の

発達状態を経時的に観察した。 

 

(3)遺伝子組換え技術の確立： 

(1)で確立した液体懸濁培養条件にて最大の

増殖性が得られる培養１１－１３日目の細胞

を用いて、Biolistic PDS-1000/He Particle 

Delivery System (Bio-Rad 社製) により、圧

力 1100 psi、距離は6 または9 cm で遺伝子

導入を行った。なお、各種検討に用いたプラ

スミドは、pIG121-Hm (GUS 遺伝子の一過性発

現の検討)、pIG121-Hm のGUS 遺伝子領域を 

AcGFP1 遺伝子 (Clontech)、またはmCherry 

遺伝子 (Clontech) に置換したpIG121- 

Hm-AcGFP1 およびpIG121-Hm-mCherry (安定

的な発現の検討)、さらに、点突然変異により

生じたイネ由来のW548L/S627I 2 点変異型

acetolactate synthase (ALS) 遺伝子を有す

るR4 ベクター (クミアイ化学工業株式会社) 

にmCherry遺伝子を挿入したR4-mCherryであ

る。各プラスミドは0.6μmの金粒子にコーテ

ィングした。 

 

４．研究成果 

(1)同調細胞培養系の整備： 

50mg のハチクカルスを各培地に移植し、培養

28 日目で増殖性を比較したところ、2,4-D が

およそ 0.7g、2,4,5-T が 0.3-0.8g であった

のに対して、Picloram を 10 μM 添加した場

合が 1.2g と特に有効であった。次に増殖制

御因子として KH
2

PO
4

濃度に着目し、このもの

を 85､170､340､680mg/l に改変し、同様の実

験を行ったところ、680mg/l では 1.7-2.0g と

増殖促進効果が認められた。同条件を液体懸

濁培養系に応用することで、14 日間の培養で

培地溶液中の細胞体積比が 80％以上となる

高頻度タケ同調細胞培養系が樹立できた。 

マダケでも同様の検討を行い、樹立した細胞

株2種については、（独）理化学研究所BRCに

寄託して提供を開始した。すなわちハチク

(Pn:rpc00047)およびマダケ(Pb:rpc00048)は、

今後国内で広く活用が可能なバイオリソース

となった。関連サイト：

http://www.brc.riken.jp/lab/epd/news/130

228.shtml 

 

また、Pn(rpc00047)の培養条件を検討し、BA

を 10 μM 添加した 1/2MS 培地にて細胞密度

を適宜調節することで、最大 25％のリグニン

を 14 日の培養で蓄積するタケの木化＝リグ

ニン蓄積モデルとできることを明らかにし

た。このモデルを活用して詳細な組織形態・

代謝生理および遺伝子発現解析を行った。 



 

 

 

(2)クローン竹苗の安定供給とその応用： 

温室で生育したタケ苗の稈は全体的に細い

が、節培養に用いる際の無菌化が野外採取の

サンプルと比べて格段に容易であり、マダケ

属（ハチク、モウソウチク、マダケ、モウハ

イチク）の他、数種の熱帯産タケおよびササ

に関してもシュート伸長および発根が可能

であり、温室順化も比較的容易に行えること

が分かった。先行モデルとしてハチクの順化

クローン苗を用いて地下茎および稈の発生

状況を確認したところ、約 4 年生の苗（60ｃ

ｍプランター）で地下茎の伸長や発達の程度

と、芽子の肥大傾向を比較することが可能で

あった。また、稈や地下茎におけるリグニン

の沈着パターン等を組織化学的に解析する

ことができた。この解析結果は野外採取の未

成熟および成熟稈とさらに詳細に比較する

ことで、生長モデルとしての有効性を明らか

にしていく予定である。 

 

(3)遺伝子組換え技術の確立： 

GUS遺伝子を用いた一過的発現解析の結果、最

大の増殖性が得られる懸濁培養１１－１３日

目の細胞を用いることで、タケ細胞に効率的

に目的遺伝子を導入できる可能性が強く示唆

された。次に緑色および赤色蛍光タンパク遺

伝子（AcGFP1、mCherry）を用いて安定的な遺

伝子導入を確認したところ、前述の培養日数

にて高頻度に分裂している細胞をターゲット

にすることで効率よく組換タケ細胞を取得で

きることが明らかになった。なお選抜条件と

して抗生物質であるハイグロマイシンを用い

る系と、除草剤であるビスピリバックナトリ

ウム塩を用いる系を確立することができた。

一般的に、マーカー遺伝子は、抗生物質耐性

遺伝子が広く用いられているが、抗生物質耐

性遺伝子は微生物由来の遺伝子であり、この

遺伝子を導入した植物の安全性が問題視され

ている。また、抗生物質は、本来植物を枯ら

すものではないため、選抜効果が安定しない

という短所がある。一方で、今回用いたイネ

由来の改変型ALS 遺伝子を導入することによ

って内生のアミノ酸生合成阻害剤を利用する

ことができる。これは、従来の抗生物質耐性

選抜マーカーに代わる選抜方法である。改変

ALS 遺伝子をもつR4 ベクターをタケの形質

転換に利用できることは、今後の研究展開の

幅を広げるものであると期待できる。 

 

上記研究成果の詳細は、以下の通り５報の学

術論文、１３件の学会発表、２件の特許出願

として取りまとめた。また、前述の通り、国

内で広く活用できるバイオリソースとして

樹立したタケ細胞株の寄託、提供を開始した

ことは特筆に値する。 
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