
東京農工大学・（連合）農学研究科（研究院）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０５

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

樹木の細胞壁高次構造形成機構のリアルタイムイメージング解析

Real-time imaging analysis of highly ordered structure of cell wall in trees

２０１９２７３４研究者番号：

船田　良（Funada, Ryo）

研究期間：

１５Ｈ０４５２７

平成 年 月 日現在３０   ６   ４

円    12,200,000

研究成果の概要（和文）：再生可能な資源である木質バイオマスの有効利用のためには、細胞壁高次構造の形成
機構など樹木の二次木部細胞の分化過程を充分に解明することが不可欠である。そこで本研究課題では、樹木の
培養細胞から厚い二次壁と有縁壁孔など複雑な構造を有する二次木部様細胞を直接誘導する新規モデル系の誘導
条件を確立した。また、管状要素に沈着するリグニンの分布や沈着過程を組織化学的手法や蛍光プローブ法を用
いて解析し、リグニンの沈着過機構を明らかにした。さらに、微小管の局在の動的変化を共焦点レーザ走査顕微
鏡法などで可視化し、微小管の配向や局在が管状要素における複雑な細胞壁高次構造の形成を制御していること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For the highly utilization of wood biomass, we need to understand the 
mechanism of differentiation of secondary xylem in trees such as the process of formation of highly 
ordered structure of cell wall. We developed new in vitro model system that induced directly 
secondary xylem-like tracheary elements from cultured cells of trees such as hybrid poplar and some 
conifers. Tracheary elements formed highly developed structure of secondary walls, such as broad 
regions of thick cell walls, bordered pits and helical thicknenings. Using this model system, we 
analyzed the pattern of lignification in cell walls and cell corners by histochemical techniques.  
In addition, we analyzed the localization of microtubules using stable expression of genes for 
microtubule-associated proteins with green fluorescent protein. The microtubules play an important 
role in the determination of localization of secondary wall.

研究分野：木質科学
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１．研究開始当初の背景 
 再生可能な資源・エネルギーである木質バ
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。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。した
がって、木材など樹木が生産する木質バイオ
マスの有効利用のためには、材質特性を決定
する二次木部の分化制御機構、特に細胞壁高
次構造の形成機構などを充分に解明するこ
とが不可欠である。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、木材の形
成機構の全貌は明らかになっていないのが
現状である。 
 
２．研究の目的 
 一次木部細胞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、多くの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、樹木の二次
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。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、細胞壁形成機構に関する優
れた実験モデル系が確立されていない点が
あげられる。そのため、樹木がどのような環
境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。 
 そこで本研究課題では、申請者らが発見し
た、仮道管や道管要素などに形態が類似した
二次木部様細胞を樹木の培養細胞から直接
誘導する新規モデル系を用いて、細胞壁構造
を明らかにする。特に、セルロースミクロフ
ィブリルの局在・配向やリグニンの分布の制
御機構など細胞壁高次構造の形成機構を、リ
アルタイムイメージング技術を駆使して明
らかにし、木材の形成機構の新しい知見を得
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 交雑ポプラやスギなど有用樹木のシュー
ト、葉柄、未成熟種子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。カルスから管状要素への誘導の有無を明
らかにするため、培地より定期的に細胞塊を
取り出し、微分干渉顕微鏡や共焦点レーザ走
査顕微鏡で細胞の形態や二次壁の有無を解
析した。分化誘導開始後の管状要素の出現率
を計算し、誘導条件を検討した。 
 誘導された管状要素を、フロログルシン塩
酸反応やモイレ反応などにより染色し、細胞
壁に沈着したリグニンの分布や化学構造を
解析した。また、固定した管状要素を樹脂包
埋し、薄切片を作成後、紫外線顕微鏡で観察
して、リグニンの局在を解析した。さらに、
蛍光プローブを結合させたモノリグノール

を管状要素に与え、リグニンの沈着過程を可
視化した。蛍光標識したモノリグノールは、
京都大学生存圏研究所の梅澤俊明・教授と飛
松裕基・准教授から供与して戴いた
dimethylaminocoumarin （ DMAC ） ま た は
nitrobenzofuran（NBD）が結合したコニフェ
リルアルコール（CA）誘導体である DMAC-CA
と NBD-CAimethylaminocoumarin（DMAC）を
用いた。 
 培養細胞にGFP融合タンパク質を発現させ
て、共焦点レーザ走査顕微鏡を用いて微小管
付随タンパク質の動的な挙動をリアルタイ
ムで連続的に解析し、微小管の配向や局在を
明らかにした。 
 
４．研究成果 
 交雑ポプラのカルスに脱オーキシン処理
などを行い、管状要素の誘導を行った。各種
顕微鏡を用いて細胞の形態や構造を調べた
ところ、厚い二次壁の局部的な堆積が認めら
れた。また、有縁壁孔など複雑な高次構造を
有し、仮道管や道管要素などに形態が類似し
た二次木部様細胞の細胞を培養細胞から直
接誘導することに成功した（図１）。 
 
 

図１ 交雑ポプラ培養細胞から直接分化し
た管状要素。厚い二次壁や有縁壁孔など複雑
な細胞壁高次構造を形成する。 
 
 
 ポプラ培養細胞の誘導条件を詳細に検討
したところ、管状要素への誘導率の向上には
植物ホルモンであるオーキシンとブラシノ
ステロイド両者の相互作用が重要であった。
また、部分的な乾燥処理が厚い二次壁と有縁
壁孔など複雑な構造を有する二次木部様細
胞への誘導率を向上させること、など二次木
部様細胞への直接誘導系の最適条件に関す
る新知見を得た。 
 交雑ポプラ培養細胞からの管状要素の誘導
におけるオーキシンの重要性をさらに明らか
にするため、1-ナフチルフタラミン酸（NPA）
やトリヨード安息香酸（TIBA）などオーキシ



ン輸送阻害剤の処理を行ったところ、管状要
素の誘導率が阻害剤を含まない培地のカルス
に比べ有意に低くなった。また、オーキシン
輸送阻害剤を高濃度で添加した培地上で誘導
された管状要素の大きさは、阻害剤を含まな
い培地で誘導された管状要素と比較して有意
に低い値を示した。一定以上の大きさをもつ
管状要素が、オーキシン輸送阻害剤を添加し
た培地で培養したカルスからは誘導されなか
ったためと考えられる。したがって、オーキ
シンの極性輸送は交雑ポプラカルスから管状
要素分化への誘導と細胞の拡大に重要である
ことが明らかになった。 
 in vitro管状要素誘導系における管状要素
のリグニン沈着分布の解析を組織化学的手
法で行った。管状要素誘導前には、リグニン
の沈着は観察されなかったが、誘導培地に移
してから、時間が経過するにつれて、木化し
た細胞やセルコーナーが増加した。管状要素
においては、リグニンの沈着は、二次壁の内
腔側から開始した。また、リグニンの沈着は、
各細胞単独で進行した（図２）。 
 管状要素に隣接する細胞にリグニンが多
い傾向は観察されなかったが、管状要素誘導
系においても、セルコーナーにリグニンが沈
着した。また、管状要素の木化がセルコーナ
ーのリグニン沈着より先に起こる傾向が認
められた。管状要素の木化は、周囲の細胞や
セルコーナーの木化に関わらず進行した。リ
グニンの沈着過程が細胞壁とセルコーナー
では異なることから、リグニンの沈着は、空
間的な制限があることや他の細胞が関わっ
ている可能性が考えられる。 
 

 
図２ 交雑ポプラ培養細胞から直接分化し
た管状要素と管状要素以外の細胞の紫外線
顕微鏡写真。管状要素に分化した細胞の厚い
二次壁にリグニン由来の紫外線の強い吸収
が認められる。 
 
 蛍光プローブを結合させたモノリグノー
ル（DMAC-CA および NBD-CA）を与えたポプラ
培養細胞由来の管状要素において、強い蛍光
が観察された。管状要素においても、リグニ
ン重合に関わる酵素が存在し、培地中のモノ
リグノールを利用してリグニンの生合成が
行われ、二次壁中に沈着したといえる。さら
に、管状要素の周囲のセルコーナーにも蛍光

が観察され、セルコーナーの木化にも外生的
に処理したモノリグノールが利用されたと
いえる。蛍光標識したモノリグノールが実際
に交雑ポプラ培養細胞の細胞壁に取り込ま
れたため、蛍光プローブを利用した本実験系
は、二次木部様細胞の木化過程を in vitro
で解析できる新しいモデル系として有効で
あるといえる。 
 GFP 融合タンパク質を発現させた交雑ポプ
ラ培養細胞を用いて、管状要素分化中におけ
る微小管の挙動を共焦点レーザ走査顕微鏡
によりリアルタイムで連続的に解析したと
ころ、微小管由来の蛍光シグナルの局在は連
続的に変化した。二次壁が堆積する位置では、
微小管由来の蛍光シグナルが同じく局在し
て観察された。微小管の配向や局在とセルロ
ースミクロフィブリルの配向や局在が一致
したことから、細胞骨格である微小管の配向
や局在が、細胞壁の複雑な高次構造の形成を
制御しているといえる。 
 本研究の目的は、樹木の培養細胞から直接
二次木部様細胞を誘導する新規モデル系を
確立し、セルロースミクロフィブリルの局
在・配向やリグニンの分布など細胞壁の高次
構造を明らかにすることである。本研究の成
果により、交雑ポプラやスギなど針葉樹の培
養細胞から、厚い二次壁と有縁壁孔など複雑
な高次構造を形成する管状要素を安定的に
誘導することに成功した。また、植物ホルモ
ン条件や生育条件などの制御により管状要
素への誘導率の向上や細胞形態・構造の制御
を行うことが出来た。さらに、管状要素にお
けるリグニンの沈着過程や微小管による細
胞壁高次構造の制御機構に関する新知見も
得られた。得られた知見は、国内や国際学会
で多く発表し、論文や著書として広く公開し
た。 
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