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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、交雑ポプラなど樹木の培養細胞から複雑な細胞壁構造を有する二次
木部様細胞へ直接分化する新規モデル系を開発した。管状要素への誘導率や形状を制御するため、培地の植物ホ
ルモン条件を確立した。また、トチノキのカルスから誘導した管状要素は、細胞全体の厚い二次壁とせん孔様の
構造を有しており、複雑な細胞壁形成機構を解析する優れたモデル系であるといえる。GFP遺伝子と微小管付随
タンパク質をコードする遺伝子を発現させて、交雑ポプラの単一培養細胞における微小管の挙動を高精細共焦点
レーザ顕微鏡法を用いて連続的に可視化した。微小管の消失や局在が、壁孔など細胞壁構造のパターン形成を制
御しているといえる。

研究成果の概要（英文）：In order to understand fully the mechanism of xylem differentiation in 
trees, new differentiation system that could induce formation of secondary xylem-like tracheary 
elements was developed from from calli of Populus sieboldi × P. grandidentata and Aesculus 
turbinate. Induced tracheary elements formed broad regions of thick cell walls, bordered pits and 
perforations that showed typical features of vessel elements and tracheids. Our new in vitro system 
allows the detailed analysis of the process of differentiation of secondary xylem. In addition, the 
orientation and localization of microtubules was visualized using stable expression of genes for 
microtubule-associated proteins with green fluorescent protein in a single differentiating tracheary
 element by real-time imaging techniques. The microtubules play an important role in the 
determination of pattern of cell wall structure.

研究分野： 木質科学
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ミクロフィブリル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 木材など木質バイオマスは、樹木の形成層
が生産する仮道管や道管要素など二次木部
の集合体であることから、形成層細胞の分裂
や形成層由来の細胞の分化過程は木質バイ
オマスの量や質を決定する。二次木部細胞の
形態や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い。樹木の
二次木部細胞の分化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、樹幹内
部に存在する形成層細胞や分化中細胞を直
接可視化することが困難であることがあげ
られる。一方、植物細胞の分化制御機構に関
しては、モデル草本植物であるヒャクニチソ
ウやシロイズナズナなどの培養細胞を用い
て精力的に研究が行われており、多くの成果
が得られている。それに対し、二次木部細胞
に関しては、細胞分化に関する優れた in 
vitro 実験系が確立されていないため、充分
な知見が得られていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 形成層細胞由来の分化中二次木部細胞は、
厚い二次壁や壁孔など構造が高度に制御さ
れた細胞壁を形成する。微小管やアクチンフ
ィラメントなど細胞骨格は、細胞分裂やセル
ロース合成酵素が動く方向や局在など細胞
分化を制御すると考えられており、細胞壁構
造の制御機構を理解するには、細胞骨格の解
析が重要である。しかしながら、細胞骨格に
よる有縁壁孔やせん孔など複雑な細胞壁構
造の制御機構については、不明な点が多い。
また、細胞骨格自体の配向や局在の制御機構
も充分に明らかにされていない。 
 そこで本研究課題では、樹木培養細胞から
二次木部様細胞へ高頻度で直接分化する新
規モデル系を確立する。さらに、細胞壁構造
のパターン形成を制御する微小管など細胞
骨格の関連遺伝子と Green Fluorescence 
Protein（GFP）遺伝子を導入した培養細胞を
作成し、高精細共焦点レーザ顕微鏡法を駆使
して細胞骨格の動的変化をリアルタイムで
解析し、単一細胞直接可視化法を確立する。
樹木細胞における新規生体イメージング解
析技術の開発にチャレンジすることは、細胞
壁形成過程など細胞分化制御機構を明確に
する上で重要であり、木質科学に新しい研究
領域を提案することになるといえる。 
 
３．研究の方法 
 ゲノム解析が進んだポプラおよび有用樹種
であるスギのシュート、葉、種子からカルス
を誘導するため、各試料をMurasige and Skoog
基本培地に植え付けた。また、トチノキの葉
柄部分からもカルスを誘導した。培養細胞が
充分増殖して細胞塊になったら、細胞分裂を
停止させ分化を開始させた。分化の開始には、

何らかのシグナルが必要と考えられる。そこ
で、１）異なる種類のオーキシン処理、２）
脱オーキシン処理、３）オーキシンとブラシ
ノステロイドなど他の植物ホルモン処理、４）
低温や乾燥処理、などを行って、培養細胞か
ら管状要素への誘導を試みた。カルスの一部
を偏光顕微鏡で観察し、管状要素面積率（管
状要素誘導率）を算出した。 
 交雑ポプラのカルスに、GFP と微小管付随
タ ン パ ク 質 （ microtubule-associated 
protein; MAP）の遺伝子（GFP-MAP4 遺伝子）
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。その後、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、抗生物質
培地に移し替え、安定増殖させた。GFP 融合
タンパク質を発現させた培養細胞の細胞塊
深部を高精細共焦点レーザ顕微鏡法により
イメージング解析し、微小管の配向や局在の
動的解析を行った。さらに、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
い観察を行った。また、細胞壁のセルロー
ス・ミクロフィブリルの配向や局在を、共焦
点レーザ顕微鏡鏡や偏光顕微鏡で解析し、微
小管の局在との一致性を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）樹木の培養細胞からの管状要素の誘導 
 交雑ポプラのカルスを誘導し、植物ホルモ
ン処理などを行い、管状要素への誘導を行っ
た。共焦点レーザ走査顕微鏡など各種顕微鏡
を用いて細胞の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、仮道管や道管要素などに類似し
た細胞壁構造を有する二次木部様細胞を直
接誘導することが出来た。そこで、交雑ポプ
ラ培養細胞から管状要素への誘導への植物
ホルモン条件、特にオーキシンの種類の違い
による管状要素の誘導率の違いを解析した。
その結果、交雑ポプラ培養細胞の管状要素分
化にはオーキシンとブラシノステロイドの
存在が必須であった。また、オーキシンの極
性移動が、管状要素への分化に必須であった。
さらに、オーキシンの一種である 2,4-D が添
加された管状要素誘導培地では、高濃度の
2,4-D が交雑ポプラ培養細胞の管状要素への
分化を抑制し、管状要素誘導率は低かった。
一方、同じくオーキシンの一種である NAA の
添加は高濃度であっても高い管状要素誘導
率を示した。細胞への残留性や細胞間の輸送
様式に違いがある 2,4-D と NAA では、管状要
素への誘導率が異なることが明らかになっ
た。さらに、NAA にジベレリンを添加すると
二次木部様細胞のサイズが増大するなど、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。 
 トチノキの葉柄部分からカルスを誘導し
た。増殖性の高い交雑ポプラのカルスとの共
存培養を試みた結果、カルスの増殖性が向上
した。カルスをブラシノライドと NAA を組み



合わせた培地に移し、管状要素の誘導を行っ
たところ、カルス中に管状要素が認められた
（図１）。誘導された管状要素は二次壁が網
紋肥厚しており、一次木部様細胞が誘導され
たといえる（図 1；上図）。一方、細胞全体に
広い二次壁を形成し、壁孔の構造とは明らか
に異なる大きな孔が開いた、せん孔様の構造
をもつ管状要素も観察された（図 1；下図）。
また、せん孔様の構造を単一細胞内で複数も
つ管状要素も観察された。さらに、複数の管
状要素間にせん孔様の構造をもつ管状要素
も形成された。以上の結果より、トチノキ葉
柄由来のカルスから、道管要素の特徴である
厚い二次壁とせん孔を形成する二次木部様
細胞を誘導することに成功したといえる。 

 
図１ トチノキ培養細胞から直接誘導され
た管状要素。一次木部様の管状要素（上図）
とせん孔様の構造をもつ二次木部様の管状
要素（下図）が形成された。 
 
 トチノキのカルスから誘導された管状要
素の面積率は、NAA とサイトカイニンである
BAP を添加した増殖培地では低かったのに対
し、ブラシノライドと NAA を組み合わせて添
加した培地では増加した。一方、NAA やブラ

シノライドを単独添加した培地や、増殖培地
に含まれる濃度の NAAと BAP にブラシノライ
ドを組み合わせて添加した培地では、増殖培
地と比較して管状要素面積率の向上が認め
られなかったことから、トチノキカルスの管
状要素分化誘導にはNAAとブラシノライドの
両者の添加が有効であることが明らかにな
った。 
 本研究課題により、トチノキの葉柄由来の
カルスから誘導された管状要素は、道管要素
の様に複雑な細胞壁パターンをもつ二次木
部の分化制御機構を理解するための優れた
モデル系であるといえる。 
 
（２）管状要素における細胞骨格の動的解析 
 GFP-MAP4 遺伝子を導入した交雑ポプラの
カルスを共焦点レーザ走査顕微鏡下で観察
すると、微小管由来の蛍光が観察された（図
２）。増殖中のカルスにおいては、微小管の
配向はランダムであったが、分化が開始する
と微小管の配向は、一定方向への動的な変化
や局在が認められた。管状要素への分化初期
段階のカルスにおいて、微小管の部分的な消
失が認められた。微小管が消失した部分では、
セルロース・ミクロフィブリルの堆積が起こ
らず、その結果壁孔が形成されると考えられ
る。管状要素の分化がさらに進むと、微小管
の配向性は高くなった。微小管を示す蛍光シ
グナルは、二次壁が堆積する位置に局在した。
さらに、微小管の消失部分の周囲への微小管
の局在によって、発達した壁孔が形成された。
したがって、微小管の部分的な消失と局在が
壁孔など複雑な細胞壁構造の形成を高度に
制御しているといえる。 

 
図２ 交雑ポプラ培養細胞から分化した管
状要素のいける微小管の配向。将来壁孔が形
成される位置の微小管が局部的に消失して
いる（右の細胞） 
 
 本研究課題では、仮道管や道管要素など二
次木部細胞の分化機構を詳細に理解するた
め、樹木培養細胞から複雑な細胞壁構造を有



する二次木部様細胞へ直接分化する新規モ
デル系を開発した。さらに、細胞骨格である
微小管の関連遺伝子とGFP遺伝子を導入した
培養細胞を作成し、細胞骨格の動的変化をリ
アルタイムで解析できる単一細胞直接可視
化法の開発を行った。交雑ポプラのカルスか
ら管状要素への誘導率や形状を制御するた
め、培地の植物ホルモン条件を検討し、細胞
全体に厚い二次壁と有縁壁孔を形成する管
状要素を誘導した。また、トチノキのカルス
から、細胞全体に厚い二次壁を有する管状要
素が誘導された。誘導された管状要素の二次
壁の構造を詳細に解析したところ、道管要素
に類似した、せん孔様の構造が観察された。
トチノキからの培養細胞は、複雑な細胞壁形
成機構を解析する優れた新規モデル系であ
るといえる。一方、GFP 遺伝子と微小管付随
タンパク質をコードする遺伝子を発現させ
て、交雑ポプラの単一培養細胞における微小
管の挙動を高精細共焦点レーザ顕微鏡法を
用いて連続的にイメージング解析したとこ
ろ、管状要素への分化に伴い微小管の局在が
動的に変化した。微小管の局在は、壁孔など
複雑な細胞壁構造のパターン形成を制御し
ているといえる。本研究課題で得られた知見
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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