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研究成果の概要： 
 木質バイオマスの有効利用のためには、樹木が生産する二次木部の分化制御機構を十分に明ら

かにすることが不可欠である。本研究では、樹木の未成熟種子、針葉、葉柄、形成層等由来の培

養細胞（カルス）から二次木部への高頻度直接導入系を検討した。培養細胞から管状要素が直接

誘導され、二次壁の肥厚面積が大きく有縁壁孔を形成するなど、二次木部様細胞の管状要素が認

められた。さらに、培養細胞の微小管の配向や局在を連続的に観察し、微小管が細胞壁成分の堆

積位置の決定において重要な役割を担っていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 循環型社会の構築のためには、バイオマス

の有効利用の促進が重要課題である。木質バ

イオマスは、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

違いは二次木部細胞の生産量を決定する。

また、木材の比重や強度など材質特性は、

形成層細胞由来の二次木部細胞の形態や細

胞壁構造と密接な関連性がある。二次木部

の形態や構造に関しては、各種顕微鏡を駆

使した研究により、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的知見や分

子生物学的知見は十分ではなく、形成層細胞

の分裂から木部細胞の分化までの過程、す

なわち木材がどの様にして形成されている

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。 
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 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、樹木

細胞に関する優れた実験モデル系が確立して

いない点があげられる。植物細胞の分裂や分

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、多くの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、セルロースやリグニンなど細

胞壁成分の生合成過程に関与する酵素や遺伝

子の解析が、ポプラを中心に多く行われてい

るが、まだ十分な知見は得られていない。特

に、形成層細胞から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、情報が不

足しているのが現状である。 
 したがって、二次木部の形成制御機構に関

する新しい知見を得るためには、厚い二次壁

とともに壁孔やせん孔など複雑な修飾構造を

形成する二次木部細胞を、形成層細胞ではな

く培養細胞（カルス）から直接誘導するモデ

ル系を確立することが重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、樹木の培養細胞から仮道管や

道管要素など二次木部を誘導する系を確立

することを主目的とする。さらに、分化中二

次木部内の微小管など細胞骨格を直接観察

し、細胞壁形成機構を明らかにする。 
 増殖中の培養細胞が、細胞分裂を停止し

て分化を開始するには何らかのシグナルが

必要と考えられる。植物ホルモンは、細胞

の分裂や分化を制御する重要なシグナルで

ある。これまでのZinniaなど草本植物の培養
細胞においては、オーキシンとサイトカイ

ニンが細胞分化に必須であることが報告さ

れている。一方、針葉樹のPinus radiataにお
いては、培地からオーキシンを除去するこ

とが、細胞分化開始のシグナルになること

が報告されている。そこで、本研究において

はこれまでの報告をもとに培地中の植物ホル

モン条件を網羅的に検討することにより、研

究期間内に二次木部への直接導入条件の確立

を行う。また、Zinniaの培養細胞において分
化のステージの進行に重要な役割を担ってい

るブラシノステロイドにも注目し、分化誘導

への寄与を明らかにする。これらの研究を行

うことにより、１）樹木培養細胞から二次木

部へ直接誘導できる条件の確立、と２）同調

性高く高頻度で二次木部が形成される条件の

確立を行う。 
 また本研究では、細胞の形態形成に重要

な働きをもつ細胞骨格の配向や局在の動的

な変化を解析できる方法の確立も目的とし

ている。これまで、分化中木部細胞内の細

胞骨格を立体的に解析するために、蛍光抗

体染色-共焦点レーザ走査顕微鏡法を確立し
成果をあげてきた。培養細胞を用いて細胞

骨格の動的な変化をリアルタイムで追跡す

ることは十分可能といえる。 
 
３．研究の方法 
 アカマツの未成熟種子胚、カヤの針葉、ポ

プラの葉柄やシュート形成層からカルスを

誘導し、さらにカルスから管状要素を誘導す

る条件を検討した。 
 アカマツの未成熟胚からのカルスの誘導

と維持は、植物成長調節物質の 2,4-D を 10

μM、L-グルタミン、カザミノ酸を加えた

mDCR 培地（改変  Douglas-fir cotyledon 

Revised 培地）を用い、25℃の暗黒条件下で

行った。培養細胞にフロログルシン塩酸反応

を行い、リグニンの沈着の有無を調べた。ま

た、サフラニン染色後、共焦点レーザ走査顕

微鏡で観察を行い、管状要素有無と細胞壁修

飾構造を調べた。また、チューブリンに対す

る抗体染色を行い、微小管の３次元的な配向

を共焦点レーザ走査顕微鏡で観察した。 

 カヤの針葉からのカルスの誘導と維持に

は、2,4-D を 9μM の濃度で含み、窒素量を一

部改変した MS（Murashige and Skoog）培地

を使用した。得られたカルスをカルス誘導・

維持培地と同一組成の液体培地に移し懸濁

培養を行った。管状要素分化誘導は、継代培



 

 

地からオーキシンを含まず活性炭を各 0, 1, 

3, 5, 10μM の濃度で含む培地へホルモンフ

リー培地で洗浄した懸濁培養細胞を移すこ

とにより行った。二次管状要素の有無は、培

養細胞の一部を偏光顕微鏡下で観察し、複屈

折の有無によって評価した。また、培養細胞

をサフラニン水溶液で染色し、共焦点レーザ

走査顕微鏡により管状要素の細胞壁構造を

詳細に観察した。 

 交 雑 ポ プ ラ （ Populs sieboldi × P. 

grandidentata）の葉柄およびシュートからの

カルスの誘導と維持には、2,4-Dを 5μMの濃

度で含むMS（Murashige and Skoog）培地を

使用した。管状要素分化誘導は、継代培地か

らオーキシンを含まず、ブラシノライドを 0, 

0.1, 1, 2, 5, 10μMの濃度で含む培地へカルス

を移し替えることにより行った。さらに、暗

条件と 16 時間日長（明条件）の 2 つの培養

条件も併せて検討した。14 および 21 日後に

それぞれカルスの一部を偏光顕微鏡下で観

察し、複屈折の有無によって管状要素の有無

を評価した。また、培養細胞をサフラニン水

溶液で染色し、共焦点レーザ走査顕微鏡によ

り管状要素の細胞壁構造を詳細に観察した。 

 
４．研究成果 
（１）培養細胞からの管状要素の誘導 
①アカマツ培養細胞からの管状要素の誘導 
 アカマツ未成熟胚由来のカルスに、偏光顕

微鏡下で複屈折を示し、二次壁が堆積した管

状要素が誘導された。また、細胞壁はフロロ

グルシンで赤紫色に染色されることから、リ

グニンが沈着しているといえる。 
 管状要素は、二次壁の肥厚面積や形状から

３タイプに分類出来た（図 1）。第一のタイプ

は、らせん状の二次壁が肥厚しているが肥厚

は細胞全体では起こっていないタイプで、ヒ

ャクニチソウの管状要素と同じく、原生木部

タイプといえる。第二のタイプは、網状やか

ご状の二次壁が肥厚しており、第一のタイプ

より二次壁の肥厚面積が広いタイプで、第一

のタイプより発達した後生木部タイプとい

える。第三のタイプは、細胞全体にほぼ均一

の厚さで二次壁が堆積し、さらに有縁壁孔が

形成される二次木部タイプの管状要素が認

められた。第三のタイプは、これまで Zinnia
培養細胞などからは形成が認められていな

いタイプであり、アカマツ培養細胞において、

二次木部様の管状要素が誘導されることが

明らかになった。第三のタイプは、誘導され

た管状要素の約 20%であり、二次木部様の管
状要素が比較的高頻度で誘導されるといえ

る。 
 以上の結果から、針葉樹であるアカマツの

培養細胞から、二次木部様の形態や細胞壁構

造をもつ管状要素が誘導されるといえる。そ

こで、カヤおよび交雑ポプラを用いて、管状

要素の誘導の確認と再現性の高い誘導方法

の検討を行った。 
 
 
 
 
 
 

図 1 アカマツ未成熟種子から誘導された管
状要素 

（上図；タイプ 1の管状要素、中央図；タイ
プ 2の管状要素、下図；タイプ 3の管状要素） 
 



 

 

②カヤ培養細胞からの管状要素の誘導 
 カルス誘導開始から約 3ヶ月後、一部のカ

ルスに突起状の構造が見られるようになっ

た。これらのカルス中には二次木部の特徴を

もつ管状要素が観察された。管状要素の中に

は、一次木部の特徴をもつものと混在して、

二次壁の肥厚面積が大きく、有縁壁孔を形成

するなどの二次木部の特徴をもつものが観

察された（図 2）。また、カヤの特徴である仮

道管のらせん肥厚に類似した二次壁肥厚も

観察された。管状要素が観察されたカルスを

液体培地に移し懸濁培養を行ったところ、懸

濁培養細胞中にもわずかながら管状要素が

観察された。 

 この懸濁培養細胞を継代維持条件から活

性炭培地に移したところ、活性炭 0～5g/ℓの

培地で培養細胞中に含まれる管状要素の割

合が増加した。特に活性炭 5g/ℓの培地で多く

の管状要素が観察された。しかしながら、懸

濁培養細胞から分化した管状要素には、網状

の二次壁肥厚など一次木部の特徴をもつも

のしか観察されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2 カヤ針葉から誘導された管状要素 

（タイプ 3の管状要素） 
 

 以上の結果から、カヤのカルス中には二次

木部の特徴をもつものを含め管状要素が存

在していることが明らかになった。また、継

代維持培地からオーキシンを除いた培地へ

培養細胞を移すことで管状要素の分化誘導

が促進された。培地への活性炭の添加は、活

性炭のオーキシンを吸着する作用によって

細胞内のオーキシンレベルを低下させ、カヤ

のカルスから管状要素への分化を促進する

と考えられる。 

 
③交雑ポプラ培養細胞からの管状要素の誘

導 
 交雑ポプラの培養細胞誘導開始 14 日目で
は、明条件培養の BL 0～2μMの条件で管状
要素が観察された。21日目には、同条件の培
地で 14 日目よりも高い割合で偏光顕微鏡下
で複屈折を示す管状要素が細胞塊の内部に

集合して観察された。特に、BL 1μMの培地
では多くの管状要素が観察された。また暗条

件培養でも BL 0.1μM～2μM の培地で管状
要素が観察された。BLを 5μM以上含む培地
からは、明・暗どちらの培養条件でも管状要

素がほとんど観察されなかった。ブラシノラ

イド添加培地での培養と明条件での培養に

よって、それぞれ高い割合で管状要素が誘導

されるといえる。特に、明条件・ブラシノラ

イド 1μMの誘導条件で最も高い割合で管状
要素が誘導された。 
 以上の結果から、ポプラ培養細胞に対して、

BLの添加は管状要素分化に促進的に働くが、
一定濃度以上の添加では阻害的に働くもの

と考えられた。また、明条件での培養は、植

物成長調節物質無添加の条件でも管状要素

分化を引き起こし、暗条件での培養よりも分

化の割合を向上させることが明らかになっ

た。 
 誘導された管状要素には、一次木部の特徴

である、環紋肥厚型、らせん紋肥厚型、階紋

肥厚型、混在型の管状要素が観察された。さ

らに、広い二次壁や有縁壁孔の存在など、二

次木部の特徴をもつ管状要素も観察され、二

次木部の特徴をもつ管状要素と一次木部の

特徴をもつ管状要素は混在して誘導された

（図 3）。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ポプラ葉柄から誘導された管状要素 
（タイプ 2と 3が混在する管状要素） 

 
（２）表層微小管の観察 
 アカマツの未成熟種子から誘導された管

状要素の微小管を間接蛍光抗体で染色し、微

小管の局在の変化を連続的に観察した。 
 微小管は、最初細胞全体で観察されたが、

管状要素への分化が進むに連れて、局在と部

分的な消失が認められた。微小管の部分的な

消失が認められたところでは、壁孔の形成が

行なわれたことから、微小管が壁孔の形成位

置を制御しているといえる。さらに、管状要

素への分化が進むと、太く束状になった微小

管が出現した（図 4）。束状の微小管と壁孔の
孔口部分とは一致しており、微小管の局在が

二次壁の堆積位置を決定しているといえる。

微小管の局在と部分的な消失は、原形質膜状

にセルロース合成が活発なドメインと不活

発なドメインを作り、壁孔など修飾構造の形

成を厳密に制御しているといえる。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 アカマツ未成熟種子から誘導された管

状要素における微小管の局在 
（微小管が壁孔の孔口に沿って局在する） 

 
（３）本研究のまとめ 

 本研究の最大の成果は、仮道管や道管要素

など本来形成層由来である二次木部を、培養

細胞から直接誘導できるモデル系を示したこ

とである。これまで、培養細胞から管状要素

を同調的に誘導するモデル系は、草本植物で

あるZinniaやArabidopsisなどで確立されてい
る。これらの優れたモデル系は、木部細胞の

形成過程に関する細胞生物学および分子生物

学的研究の発展に大きく貢献している。 
 本研究では、細胞由来の培養細胞から、二

次木部を直接誘導することができた。今後、

この誘導系を用いて、二次木部を誘導するシ

グナルの同定、細胞壁成分の生合成経路に特

異的に発現する遺伝子やタンパク質の網羅的

な解析などが可能になるといえる。 
 本研究で成果は、国内や国際学会等で発表

し、成果の一部は論文や著書で発表した。ま

た、第 57回および第 58回日本木材学会大会
で発表した。スギ・カルスから誘導された管

状要素の形態観察結果（佐藤ら）およびポプ

ラ・カルスからの管状要素誘導条件の検討結

果（山岸ら）が優秀ポスター賞に選ばれた 
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