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研究成果の概要（和文）：本研究では、ポプラ放射柔細胞の細胞死過程に伴うデンプンや脂質などの貯蔵物質の
量や核や液胞などの細胞小器官の形態学的変化を光学顕微鏡および透過電子顕微鏡を用いて明らかにした。さら
に、辺材内層において増加することから自己分解に関わる可能性が高いと考えられるシステインプロテアーゼの
辺材内における局在について、免疫標識法によって明らかにした。加えて、辺材内層において増加することが報
告されているプロテアーゼ遺伝子を破壊したゲノム編集ポプラを作出し、木部細胞の形態や細胞壁厚などを解析
することで、遺伝子破壊によって起こる変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, the amount of storage substances such as starch and lipids 
and the morphological changes of organelles such as nuclei and vacuoles associated with the cell 
death process of poplar ray parenchyma cells were clarified by light microscopy and transmission 
electron microscopy. Furthermore, the localization of cysteine proteases, which might be involved in
 autolysis of ray parenchyma cells because it increases in the inner layer of the sapwood, was 
clarified by the immunolabeling method. In addition, we analyzed changes in the cell size and cell 
wall thickness of xylem cells in genome-edited poplar in which the protease genes were disrupted.

研究分野： 木質科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生可能資源の中でも木質バイオマスは、カーボンニュートラルという優れた特性を有していることから、循環
型炭素資源として期待されている。樹木特有の長命細胞である放射柔細胞の細胞死の制御機構を明らかにするこ
とは、木質バイオマスの利用において重要な特性である心材の量や質の人為的なコントロールを可能とする。本
研究の成果は、心材の特性を制御した高機能性樹木を創出する基盤技術の開発に向けて重要な知見を与え、化石
資源に依存しない持続可能な循環型社会を構築する上で必要不可欠な木質バイオマスの高度有効利用の促進に貢
献する。

※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。



１．研究開始当初の背景 
再生可能資源の中でも木質バイオマスは、カーボンニュートラルという優れた特性を有して

いることから、次世代型のクリーンエネルギー源および循環型炭素資源として期待されている。
木質バイオマスの形成機構の理解は、木質バイオマスの高度有効利用の促進に繋がり、化石資源
に依存しない持続可能な循環型社会の構築に大きく貢献する。木質バイオマスを構成する二次
木部細胞の分化および細胞死過程は、木質バイオマスの材質特性を決定する重要な生命現象で
ある。樹木特有の二次木部細胞である放射柔細胞の細胞死は、樹幹の腐朽耐性の発現に重要な心
材形成に深く関与する（Hillis 1987）。心材とは樹幹内方に含まれ、辺縁部に位置する辺材より一
般的に濃く着色し、耐久性の高い部位である。心材の量や腐朽耐性、色、匂いなどは木質バイオ
マスの利用上重要な特性であり、心材形成機構を理解する上では、放射柔細胞の細胞死発現機構
の解明が必要不可欠である。 

放射柔細胞の細胞死過程については、顕微鏡を用いた解析による形態学的な情報が蓄積され
ている（例えば、Nobuchi et al. 1985, Nakaba et al. 2006）。しかしながら、放射柔細胞の細胞死を
制御する分子機構については、細胞死のマーカーとなる遺伝子といった基本的な情報さえ未だ
明らかではない。よって本研究では、放射柔細胞の細胞死発現機構を解明することを最終目標と
する。 

これまで研究代表者は、「放射柔細胞の死がどのような機構で制御されているのか？」という
問いに答えるため、細胞学的・分子生物学的解析を進めてきた。細胞死の準備段階がいつ始まり
どのように進行するのかを知るために、これまで研究例の無い放射柔細胞の死を特徴付ける自
己分解酵素の研究に着手した。初めに、ポプラの辺材外層（若い組織）から内層（古い組織）ま
でのタンパク質の量的変動に関するショットガンプロテオミクスによる網羅的な解析の実施に
より、放射柔細胞の細胞死直前において特徴的に増加するプロテアーゼ群を明らかにした（半ら 
2016）。続いて、これらのプロテアーゼの遺伝子発現解析を行った結果、細胞死直前にこれらの
遺伝子の発現に増加は認められず、自己分解酵素の長期間に渡る蓄積や細胞間輸送など、放射柔
細胞の細胞死には既知のプログラム細胞死とは異なるプロセスが存在する可能性が明らかにな
った（半ら 2017）。したがって、自己分解酵素の局在性を明らかにすることは、放射柔細胞がも
つ独自の細胞死プロセスを明らかにする上で重要な知見を与えるといえる。 

心材形成の分子機構に関連して、転写因子のリアルタイム PCR 解析（Huang et al. 2009）およ
びマイクロアレイ（Yang et al. 2004）、EST 解析（Yoshida et al. 2012）や RNA-seq（Lim et al. 2016）
による遺伝子発現の網羅的解析など様々な手法を用いた研究が実施されている。これらの研究
においては、心材成分の生合成に関連する遺伝子についての議論が中心となっているが、その中
で自己分解に関わると予想される酵素についてもいくつか言及がされている。しかしながら、直
接的に自己分解酵素に関して解析を行った研究例は未だ存在しない。加えて研究代表者は、遺伝
子発現レベルのみに着目した他の研究とは異なり、ショットガンプロテオーム解析の情報を元
に解析する自己分解酵素の候補を選抜したことから、これらの自己分解酵素が放射柔細胞の細
胞死に関わる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 

放射柔細胞の細胞死直前において特徴的に増加するプロテアーゼの局在性を明らかにするこ
とで、放射柔細胞の細胞死過程における自己分解酵素の時空間動態を解明する。加えて、ポプラ
心材形成誘導系とゲノム編集を融合させたモデル実験系を導入することで細胞死直前に増加す
るプロテアーゼの細胞死過程における機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ポプラ放射柔細胞の細胞死過程の顕微鏡観察 

森林総合研究所林木育種センター北海道支所（北海道江別市）に生育するドロノキ（Populus 
suaveolens）3 個体から 2019 年 9 月に試料を採取した。加えて、東京農工大学農学部府中キャン
パス（東京都府中市）に生育する交雑ポプラ（Populus sieboldii x P. grandidentata）2 個体を供試
木として、2020 年 10 月に試料を採取した。成長錐を用いて辺材から心材までを含むコアサンプ
ルを採取し、グルタルアルデヒド溶液によって固定した。スライディングミクロトームによって
40 µm 厚の柾目面切片を作製し、酢酸カーミン溶液によって核を、ヨウ素ヨウ化カリウム溶液に
よってデンプン粒を、SudanⅣ溶液によって脂質をそれぞれ染色し光学顕微鏡で観察した。また、
一部の試料は四酸化オスミウムによって後固定を行なった後にエポキシ樹脂により包埋し、ウ
ルトラミクロトームを用いて 70 nm 厚の柾目面切片を作製し、電子染色を行い、透過電子顕微鏡
（TEM）により観察を行なった。 
 
（２）ポプラ放射柔細胞の細胞死過程における自己分解酵素の局在解析 

東京農工大学農学部府中キャンパスに生育する交雑ポプラ（Populus sieboldii x P. grandidentata）
3 個体を供試木として、2021 年 10 月に試料を採取した。（１）と同様の方法でコアサンプルを採
取し、4%パラホルムアルデヒドと 0.5%グルタルアルデヒドの混合液によって固定した。試料を
LR White 樹脂によって包埋し、ウルトラミクロトームを用いて 0.5 µm 厚の柾目面切片を作製し
た。PsuRD21.1 に対するポリクローナル抗体（一次抗体）と反応させた後、Alexa Fluor 488 色素
で標識した二次抗体と反応させ、免疫蛍光染色を行なった。コントロールとして、一次抗体を除



いた条件での免疫標識を実施した。標識した切片は蛍光顕微鏡（Ex/Em, BP450–490/BP500–550）
にて観察した。また、PsuRD21.1 に対する抗体については、ドロノキ二次木部より抽出したタン
パク質溶液を用いて、ウェスタンブロッティングにより特異性を評価した。 
 
（３）ポプラ心材形成誘導系とゲノム編集を融合させたモデル実験系による解析 

放射柔細胞の自己分解に関わると考えられるプロテアーゼ遺伝子 3 種を破壊した交雑ポプラ
（Populus tremula x P. tremuloides）のゲノム編集個体を作出し、木部組織の形態観察および細胞
のサイズや細胞壁の厚さの計測を実施した。また、同種の交雑ポプラを人工気象器内で温度や日
長をコントロールして育成し、心材形成を早期に誘導する実験を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）ポプラ放射柔細胞の細胞死過程の顕微鏡観察 

核、デンプン粒、脂質粒、タンパク質の変化について、光学顕微鏡により観察した。移行材で
は、紡錘形だった核が不定形に変形した後に凝縮した。脂質粒に関しては、移行材より外側の辺
材と比べて量が減少していたものの、大きな
球形の脂質粒がすべての放射柔細胞内に存
在していた。デンプン粒は移行材より外側の
辺材では多量に存在していたが、核の変形が
観察される前の段階ですでにほぼ消失して
いた。このことから、デンプン粒は細胞内容
物が分解される前に心材成分の生合成のた
めに消費されたと考えられる。 

核、液胞、ミトコンドリアの変化について、
透過電子顕微鏡により観察した（図 1）。核は
移行材内層から心材にかけて、核小体が消失
するとともに、凝縮した核が細胞の辺縁部に
残留していた。液胞は、辺材では中に凝集物
を含むものが多く存在していたのに対し、移
行材外層では凝集物が少なく大型の液胞、内
層では小さい液胞および崩壊した液胞が存
在していた。したがって、移行材において、
液胞の大きさや内容物が変化し、崩壊が起こ
ると考えられる。また、辺材で存在していた
ミトコンドリアが、凝縮した核をもつ細胞で
は観察されなかったため、分解されたと考え
られた。上記の結果から、液胞の変化や崩壊
に伴って、細胞小器官の分解が進行すると考
えられる。 
 
（２）ポプラ放射柔細胞の細胞死過程における自己分解酵素の局在解析 

作成したペプチド抗体がポプラ RD21
を特異的に標識可能かどうかウェスタン
ブロッティングにより評価した結果、明
瞭なバンドを確認することができたた
め、本研究にて用いたペプチド抗体はポ
プラ RD21 を特異的に標識していると判
断し、切片を用いた免疫標識を実施した。
コントロールとして、一次抗体を除いた
条件で免疫標識を行なった切片において
は、Alexa Fluor 488 由来の強い緑色蛍光
は観察されなかった。それに対して、一
次抗体ありの免疫標識条件においては、
辺材の放射柔細胞および軸方向柔細胞内
に Alexa Fluor 488 由来の強い緑色蛍光が
観察された（図 2）。RD21 は辺材外層か
ら中層にかけて放射柔細胞および軸方向
柔細胞に多く存在していることが明らか
になった。加えて、辺材内層においては、
辺材外層から中層に比べると標識が少な
い傾向が認められた。 
 
（３）ポプラ心材形成誘導系とゲノム編集を融合させたモデル実験系による解析 

図 1  ポ プ ラ 移 ⾏ 材 (13 年 輪 ⽬ )、 bar＝ 5 µm 
 移⾏材内層では、移⾏材外層のような⼤型の
液胞は⾒られず、サイズの⼩さい液胞および崩
壊したと思われる液胞膜が存在した。また、核
⼩体を失い凝縮した核、凝集物、⼤型の脂質粒
が認められ、ミトコンドリアは観察されなかっ
た。 ⿊⽮印：サイズの⼩さい液胞、⻩⽮印：

凝集物、橙⽮印：脂質粒、⾚⽮頭：凝縮した
核、⿊⽮頭：崩壊した液胞膜 

図 2 ポプラ RD21 を蛍光標識した蛍光顕微鏡画

像 bar＝50 µm 
辺材外層において、標識はすべての放射柔細胞に

おいて確認され、細胞内において多くの標識が存在

した。矢印：蛍光標識 RP：放射柔細胞 
 



放射柔細胞の細胞死直前において特徴的に増加す

るプロテアーゼの遺伝子破壊を行ったゲノム編集ポ

プラを作出し、十分に生育させた後に、プロテアーゼ

遺伝子の破壊による影響を評価するため、二次木部

組織の形態観察を実施した（図３）。木部繊維のサイ

ズや細胞壁厚などについて画像解析による定量的な

解析を行った結果、プロテアーゼの遺伝子破壊によ

って木部繊維の細胞壁厚に影響が生じる可能性があ

ることが明らかになった。さらに、交雑ポプラを温度

や日長を制御した人工気象器で育成し、心材形成を

早期に誘導する条件の検討を毎年複数回に渡って実

施したが、人為的な心材形成の誘導には至らなかっ

た。したがって、ゲノム編集ポプラを用いての人為

的な心材形成誘導実験までは至らなかった。 
 
（４）まとめ 
 本研究では、樹木特有の長命細胞である放射柔細胞の細胞死発現機構を明らかにする上で重

要な基礎知見となるポプラ放射柔細胞の細胞死過程におけるデンプン、脂質などの貯蔵物質お

よび核、液胞、ミトコンドリアなどの細胞小器官の変化について、光学顕微鏡および電子顕微鏡

での観察を通じて明らかにすることができた。今後は、より多くの細胞を解析することで、各細

胞小器官の詳細な変化について明らかにすることが必要となると考える。また、ポプラ RD21 を

特異的に認識する抗体を用いた免疫標識によって、放射柔細胞の細胞死過程における RD21 の局

在について明らかにした。辺材内層においては、辺材外層から中層に比べると標識が少ない傾向

が認められたという結果は、これまでのプロテオーム解析の結果とは矛盾しているが、その理由

については今のところ明らかではない。RD21 はポプラの道管要素や木部繊維の細胞死において

重要な役割を果たすメタカスパーゼによってプロセッシングを受け活性化するプロテアーゼで

あることが報告されている（Bollhöner et al. 2017）。したがって、RD21 の時空間挙動に関するよ

り詳細な解析によって、放射柔細胞と道管要素や木部繊維の細胞死の制御機構の違いが明らか

になると考えられる。さらに、放射柔細胞の細胞死直前において特徴的に増加するプロテアーゼ

の遺伝子破壊を行ったゲノム編集ポプラを用いての人為的な心材形成誘導に至らなかったため、

これらの遺伝子破壊が放射柔細胞の細胞死にどのような影響を与えるのかを明らかにすること

はできなかったが、少なくとも木部繊維の形態形成に影響を与える可能性があることを明らか

にした。どのようなプロセスを経て、プロテアーゼ遺伝子の破壊が細胞壁形成に影響を与えるの

かは不明であるため、今後もゲノム編集技術を用いた詳細な解析を行う必要がある。 
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