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研究成果の概要（和文）：交雑ポプラの培養細胞から、細胞全体に厚い細胞壁を堆積し有縁壁孔を形成する二次木部様
の管状要素が誘導された。また、培養細胞に乾燥ストレスを与えたところ、管状要素の誘導率が向上した。一方、トチ
ノキの培養細胞から、せん孔様の構造など高度に分化した管状要素が誘導され、複雑な分化過程の解析に有効な新しい
誘導系を確立することができたといえる。さらに、GFP-MAP4遺伝子を導入した交雑ポプラ培養細胞を作出し、微小管の
挙動を共焦点レーザ走査顕微鏡を用いて連続的に観察したところ、表層微小管の局在と消失が観察された。微小管の動
的な挙動が壁孔の形成位置など細胞壁構造の形成制御機構に深く関与しているといえる。

研究成果の概要（英文）：We induced directly secondary xylem-like tracheary elements that formed highly 
developed structure of secondary walls, such as bordered pits and broad regions of thick cell walls, from 
cultured cells of woody plants such as hybrid poplar (Populus sieboldi × P. grandidentata) and 
Cryptomeria japonica. In addition, we induced vessel elements-like cells that formed broad regions of 
thick cell walls and perforations from suspended culture cells derived leaves of Aesculus turbinata in 
vitro. Our system allows the detailed analysis of the process of differentiation of secondary xylem. 
Moreover, we analyzed the orientation and localization of microtubules and actin filaments using stable 
expression of genes for microtubule-associated proteins or actin binding domains with green fluorescent 
protein (GFP). The microtubules play an important role in cell differentiation such as the determination 
of localization of secondary wall and sites of pits.

研究分野：木質科学
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１．研究開始当初の背景 
 再生可能な植物バイオマスの高度有効利
用は、循環型社会の構築のために重要である。
植物バイオマスの大部分は、木材など木質バ
イオマスである。したがって、植物バイオマ
スの有効利用のためには、木材の材質特性に
関する情報をさらに集積するとともに、それ
らの特性を決定する木材の形成機構を十分
に明らかにすることが不可欠である。 
 木材は、樹木の形成層が生産する二次木部
の集合体であることから、形成層活動の違い
は木材の生産量を決定する。また、木材の比
重やミクロフィブリル傾角などの材質特性
は、形成層由来の二次木部の形態形成過程と
密接な関連性がある。二次木部の組織構造に
関しては、各種顕微鏡を駆使した研究により、
これまでに多くのことが明らかにされてい
る。しかしながら、二次木部細胞の分化制御
機構に関する細胞生物学や分子生物学的知
見は十分ではなく、形成層細胞の分裂から二
次木部の細胞死までの過程、すなわち木材が
どの様にして形成されるかについての全貌
は明らかになっていないのが現状である。 
 樹木の二次木部の形成制御機構に関する
知見が十分ではない理由のひとつとして、細
胞分化に関する優れた実験モデル系が確立
されていない点があげられる。一次木部の分
化制御機構に関しては、モデル植物である
Zinnia（ヒャクニチソウ）や Arabidopsis（シ
ロイズナズナ）などを用いて精力的に研究が
行われており、優れた成果が得られている。
それに対し、二次木部細胞の分化制御機構に
関しては、依然十分な知見は得られていない。
特に、樹木がどのような制御下で二次木部細
胞を形成するかについては情報が十分では
ないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、細胞全体で厚い二次壁を
堆積し、壁孔やせん孔など複雑な修飾構造を
形成する仮道管や道管要素などに類似した
二次木部細胞を樹木の培養細胞（カルス）か
ら高頻度で直接誘導する新規モデル系を確
立し、二次木部の形成制御機構に関する新し
い知見を得ることが重要である。 
 特に、培養細胞から高頻度で二次木部様細
胞を誘導する条件の確立、細胞の形態形成や
細胞壁構築過程における微小管やアクチン
フィラメントなど細胞骨格の動的変化や立
体的配置、細胞死過程における細胞小器官の
解析、などをリアルタイム・イメージング技
術を駆使して直接可視化することにより、木

材の形成機構に関する新知見を得る。 
 
３．研究の方法 
 樹木の形成層領域、葉の断片、球果から 
とり出した未成熟種子、などからカルスを誘
導し、オーキシンやサイトカイニンなどの植
物ホルモンを添加して、カルスを増殖させた。
増殖させたカルスの培地条件を網羅的に検
討し、二次木部への直接誘導条件の確立を行
った。管状要素への誘導が成功したかどうか
を明らかにするため、培地より定期的に細胞
塊を取り出し、微分干渉顕微鏡で細胞の形態
や二次壁の有無を解析した。分化誘導開始後
の出現率を計算し、同調性を検討した。 
 培養細胞を微小管に対する抗体を用いて
蛍光抗体染色を行い、共焦点レーザ走査顕微
鏡で観察を行った。また、培養細胞に GFP 融
合タンパク質を発現させて微小管付随タン
パク質やアクチンフィラメントの動的挙動
を解析した。また、培養細胞を微小管に対す
る抗体を用いて蛍光抗体染色を行い、共焦点
レーザ走査顕微鏡で観察を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ポプラ培養細胞からの管状要素の誘導 
 交 雑 ポ プ ラ （ Populus sieboldi × P. 
grandidentata）の葉柄由来のカルスを、ブラ
シノステロイドを含む誘導培地において培
養したところ、管状要素が誘導された。管状
要素の割合は、誘導開始 3～4 週にかけて顕
著な増加が認められた。誘導された管状要素
には、らせん紋肥厚型など一次木部の特徴を
もつものと混在して、細胞全体に厚い二次壁
が堆積し有縁壁孔を形成する管状要素が認
められたことから、二次木部の特徴をもつ管
状要素の誘導に成功したといえる。 
 そこで、管状要素への誘導率を向上させる
ために、一時的な乾燥処理を行ったところ、
誘導培地にブラシノステロイドを加えた条
件において、乾燥処理によって有為に管状要
素面積率が変化した。最も高い管状要素面積
率を示したのは、乾燥処理を 90 分間行った
後、ブラシノステロイドを含む培地で誘導を
行う条件であり、面積率は 27.2±10.7%まで
増加した。一方、乾燥処理は管状要素の構造
には影響を与えなかったため、乾燥処理によ
って二次木部の特徴をもつ管状要素の量が
著しく増加することが明らかになった。 
 
（２）管状要素における細胞骨格の解析 
 交雑ポプラのカルスに、GFP-MAP4遺伝子
（微小管観察用）または GFP-ABD2（アクチ



ン観察用）を保有するアグロバクテリウムを
散布して共存培養を行った後、液体培地で洗
浄し、カナマイシンを含む培地で形質転換培
養細胞を選抜した。選抜した細胞は、低濃度
の抗生物質培地に移し替え、安定増殖させた。 
 培養株を共焦点レーザ走査顕微鏡下で観
察すると、二次壁が堆積する位置で微小管を
示す蛍光シグナルが局在して観察された。微
小管は複数が集まって束状に配向しており、
時間の経過に伴い微小管の束の幅は太くな
っていった。細胞の壁孔部分を取り囲むよう
に円状に強い微小管のシグナルが認められ
たが、時間の経過に伴い微小管は円の中心部
分に向かうようにして収縮していった。 
 管状要素へ分化中の細胞の表層微小管は、
配向性が高く、二次壁の堆積している配向や
局在とほぼ一致していた。壁孔の位置には、
Rhodamine wheat germ agglutinin（WGA）
WGA で染色される二次壁の堆積位置の内側
の縁に沿う様にして円状の強いシグナルが
認められた（図１）。 

図１ 交雑ポプラ培養細胞から分化した管
状要素 
左図；微小管局在位置（緑：GFP-MAP4） 
右図：微小管と二次壁堆積位置（赤：WGA）
との重ね合わせ像 
 
表層微小管の配向が、壁孔の形成位置を制御
しているといえる。一方、壁孔周囲で円状に
配向した表層微小管に他の部分から伸長し
てきた表層微小管が合流するようにして円
状の微小管束が形成される様子が観察され
た。円状の微小管束で囲まれた領域には表層
微小管が全く認められない訳ではなく、領域
の外側から内側に伸びるようにして繊維状
のシグナルが観察された。この繊維状のシグ
ナルは周囲の微小管の束と比べると細く、一
定位置で長時間連続して観察されることは
なかった。約 17 時間の経時観察後も微小管
のシグナルが観察されており、細胞死は起こ
らなかった。ヒャクニチソウ単離葉肉細胞か
らの管状要素の分化過程では、二次壁の肥厚
が観察された後 6時間以内に液胞が崩壊し細
胞死を起こすことが報告されているが、本研

究で用いた管状要素誘導系では連続した速
やかな細胞死は観察されず、異なる結果が示
された。 
 一方、アクチン由来の蛍光シグナルが原形
質糸に沿って観察された。また、細胞長軸に
平行に配向しているアクチンも認められた。 
 細胞の形態や細胞壁構造の制御に微小感
やアクチンなどの細胞骨格の立体的な配向
が密接に関与しているといえる。 
 
（３）交雑ポプラ以外の樹木の培養細胞から
の管状要素の誘導 
 スギ（Cryptomeria japonica）、トガサワラ
（Pseudotsuga japonica）、イチョウ（Ginkgo 
biloba）、などの葉から誘導されたカルスを
2,4-Dを含むMS培地、mCD培地、LP培地で
培養したところ、カルスの一部に偏光顕微鏡
下で複屈折を有する管状要素が認められた。
裸子植物の培養細胞においては、誘導を行っ
た直後の培養細胞中にすでに管状要素が存
在していることが強く示された。また、管状
要素には、有縁壁孔を形成するといった二次
木部の特徴をもつものも存在していた。 
 一方、トチノキ（Aesculus turbinata）の葉
柄部分からカルスを誘導し、さらに活発に増
殖する交雑ポプラのカルスとの共存培養を
試みた結果、増殖性の良いカルスが得られた。
カルス中には管状要素が認められた（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
誘導された管状要素には、広い二次壁と壁孔
様の構造とは明らかに異なる、せん孔様の構
造が観察された。また、せん孔様の構造を 1
細胞で複数もつ管状要素もわずかではある
が観察された。以上の結果より、トチノキ葉
柄由来のカルスは道管要素の特徴である、せ
ん孔の形成機構を理解するための優れたモ
デル系としての活用が充分期待できる。 
 以上の結果から、樹木の培養細胞を用いて、
管状要素が含まれていない状態から二次木

図２ トチノキ培養細胞中のせ
ん孔様の構造（矢頭）もつ管状
要素（Bar = 20 μm） 



部の特徴をもつ管状要素を誘導する新規の
実験モデル系を確立したといえる。また、培
養細胞内の細胞骨格をリアルタイムでイメ
ージング解析し、細胞壁形成における細胞骨
格の重要性に関する知見を得た。 
 本研究の成果は、国内や国際学会で発表し、
論文や著書で発表した。また成果は、１）第
63回日本木材学会大会（2013年盛岡大会）優
秀ポスター賞；コブシおよびシデコブシの組
織培養による植物体再生に関する研究（岡 
加奈子氏ら）、２）第26回（2014年度）日本
木材学会奨励賞；樹木の木部放射組織におけ
る細胞死発現機構に関する研究（半 智史
氏；研究分担者）、３）第1回（2014年度）日
本木材学会優秀女子学生賞；落葉性広葉樹環
孔材における孔圏道管形成機構の解明（工藤 
佳世氏 ;研究協力者）、において表彰された。 
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