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研究成果の概要（和文）：樹木形成層における細胞壁形成の分子機構を明らかにすることを目的とし、細胞試料の局所
採取および微量発現遺伝子の定量解析の方法について検討した。樹木形成層内の細胞拡大領域および細胞分裂領域それ
ぞれから細胞試料を採取でき、発現遺伝子を抽出することができた。さらに、その遺伝子発現量を高精度で定量するこ
とができた。得られた結果から、樹木細胞壁形成に関連するタンパク質の発現構成比は形成層内で変動することが示さ
れ、このことが細胞壁形成の分子機構に影響を与えると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the molecular mechanism of cell wall formation in the cambium 
of tree, the procedures for local sampling of cambial cells and quantitative analysis of the expressed gen
es were investigated. The cells could be locally collected from the regions of cell division and cell expa
nsion in the cambium. A trace of genes expressed in each region could be extracted and their amounts could
 be determined with high accuracy. The results obtained indicated that the expression ratio of proteins in
volved in wood cell wall formation varied within the cambium, which affected the molecular mechanism of ce
ll wall formation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
樹木細胞の重要な構造的特徴のひとつは、

一次細胞壁に加えて二次細胞壁を有し、厚壁
化することである。樹木細胞壁の力学特性は、
樹木の機械的支持機能や水分通道機能を直
接的に担っている。また、非常に特徴的な木
材の諸物性の発現は、この細胞壁構造に大き
く依存する。樹木細胞壁は、形成層における
細胞分化の過程で段階的に形成されるが、そ
の分子レベルでの生理機構については未解
明の点が多い。特に、細胞壁の主要構成成分
でセルロースミクロフィブリルについて、そ
の配向方向が一次細胞壁形成から二次細胞
壁形成に移行する過程で変換する機構につ
いては、未だ明らかとなっていない。樹木の
形成層は、非常に狭い領域である。その内部
で起こる生理機構を詳細に解析するために
は、関連する遺伝子やタンパク質の発現の定
量解析を局所的に行うことが必要である。そ
のためには、樹木形成層内からの局所的な細
胞試料の採取が、最初の重要課題であった。
また、抽出される生体分子が非常に微量であ
ることを考慮することが求められた。樹木形
成層における細胞壁形成の生理機構の詳細
な解析に向け、「局所的な細胞試料の採取」
ならびに「微量発現遺伝子の定量解析」の 2
点について、方法の確立が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、樹木形成層における細胞
壁形成機構の解析手法の確立を目的とし、レ
ーザーマイクロダイセクション（LMD）によ
る形成層細胞の局所採取を行い、その中に含
まれる発現遺伝子の定量解析を行った。解析
の対象としては、セルロースミクロフィブリ
ルの堆積制御を担うとする表層微小管の形
成層内における動態に注目し、その構成タン
パク質であるチューブリンの遺伝子とした。
遺伝子発現解析方法の検討においては、従来
型のリアルタイム定量 PCR に加え、新たな方
法としてデジタル PCR による微量遺伝子発
現解析を採用し、その有効性を評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) スギ形成層で発現するチューブリンの配
列解析 
（独）森林総合研究所の苗畑に生育するス

ギ（Cryptomeria japonica）個体に由来する
cDNA ライブラリーの EST 情報をもとに、既
知のチューブリンと類似性の高い cDNAクロ
ーンの塩基配列を解析した。cDNA の塩基配
列から予測されるアミノ酸配列をもとに、チ
ューブリン保存ドメインなどについて解析
を行った。 
 
(2) スギ苗木の生育および形成層帯の凍結固
定 
 スギの苗木を人工光室内（明期：14 h・25℃、
暗期：10h・20℃）で生育させた。この苗木
から、形成層帯を含む小片を採取し、液体フ

レオン中で急速凍結固定させた。 
 
(3) レーザーマイクロダイセクションによる
スギ形成層細胞の局所採取 
 急速凍結固定させた小片試料を凍結包埋
したのち、凍結ミクロトーム（CM3050 S, 
Leica Microsystems）を用いて 20 m 厚の凍結
柾目切片を作製した。40 枚の切片を凍結乾燥
させ、専用のスライドガラスに貼り付け、
LMD（LMD7000, Leica Microsystems）を用い
て形成層領域から局所的に細胞試料を採取
した。採取は、細胞分裂領域と細胞拡大領域
の 2 箇所について行った。 
 
(4) スギ・チューブリン遺伝子の形成層内に
おける発現解析 
採取された細胞試料から全RNAを抽出し、

cDNA を合成した。これをテンプレートとし、
3.1 で同定されたスギ・チューブリン遺伝子
について、局所的に発現解析を行った。発現
量の定量解析は、従来型の定量 PCR 解析
（StepOneTM system, Applied Biosystems）およ
び デ ジ タ ル PCR （ QX200, Bio-Rad 
Laboratories）により行った。 
 
４．研究成果 
(1) スギ・チューブリンの配列解析 
 スギ EST 情報をもとに、既知のチューブリ
ンと類似性の高い 9 つの完全長 cDNA クロー
ンを単離し、これらの塩基配列について解析
を行った。Open Reading Frame は、1335～1356 
bp であった。BLAST 解析の結果から、9 つの
完全長 cDNA のうち、5 つは 5 種類の―チ
ューブリンを、4 つは 3 種類の―チューブリ
ンをそれぞれコードしていることが明らか
となった。これら cDNA から予想されるアミ
ノ酸配列のいずれにおいても、重要な保存ド
メイン、すなわち domain interface、 
domain interface、nucleotide binding site が確認
された。 
 
(2) LMD による細胞の局所採取 
 図 1 に、LMD によるスギ形成層細胞の採
取を示す。植物細胞は細胞壁を有するため、
LMD による試料切削では、動物細胞の場合
と比べてより高いレーザー照射エネルギー
が必要であった。樹木形成層の場合、平均出
力約 0.8 mW でレーザー照射することにより、
比較的良好に細胞試料を採取することがで
きた。これよりも低い平均出力では細胞試料
の切削ができず、また大きい平均出力では、
切削時における試料損傷が大きかった。図 1
に示すとおり、スギ形成層内の細胞分裂領域
および細胞拡大領域それぞれにおいて、分割
しながら試料採取することができた。 
 
(3) デジタル PCR による遺伝子発現定量解析 
 LMD により採取された形成層細胞試料か
ら全 RNA を抽出後、cDNA を合成し、従来
型のリアルタイム定量 PCR 解析を行った。内



在性コントロールとして 18S rRNA の発現量
を調べたところ、40 サイクルまでの PCR 反
応過程で、おおよそ 26 サイクルで定量可能
な DNA 増幅量を得ることができた。5 段階の
10 倍希釈系列の cDNA 溶液を作製し、最薄濃
度における 18S rRNA の含有量を調べたとこ
ろ、おおよそ 37 サイクルで定量可能な DNA
増幅量を得ることができた。この希釈系列か
ら作成された検量線については、R2 = 0.99 を
下回る場合があった。検量線プロットから求
められる PCR 効率を調べると、それが 120%
を超える場合があった。ターゲットであるス
ギ・チューブリン遺伝子の発現量を調べたと
ころ、最も発現量が多い遺伝子については約
35 サイクルで定量可能な増幅量を得ること
ができ、その他の遺伝子は、37 サイクル以上
でなければ定量可能な増幅量を得ることが
できなかった。これらの結果から、LMD に
より樹木形成層から局所的に採取された細
胞試料に対して、従来型のリアルタイム定量
PCR 解析では、その形成層内部での局所的な
遺伝子発現量を十分な精度で定量すること
が困難であることが示された。 
 従来型のリアルタイム定量 PCR 解析に供
した cDNA 試料について、デジタル PCR に
よるスギ・チューブリン遺伝子の発現解析を
行った。この解析方法により、1 l の PCR 反
応液中に数コピー程度存在するチューブリ
ン遺伝子の検出を行うことができた（図 2）。
また、この方法で検出された発現遺伝子コピ
ー数については、コピー数が非常に少ない場
合においても、その結果の再現性が高いこと

が示された。これらの結果から、デジタル
PCR による遺伝子発現解析は、樹木形成層に
おける局所的な微量発現遺伝子の定量解析
において有効に機能すると考えられた。 
 スギ形成層内での―チューブリン遺伝子
の発現量比（18S rRNA の発現量に対するチ
ューブリン遺伝子の発現量の比）を見ると、
3 つの遺伝子では、細胞分裂領域より細胞拡
大領域で発現量が多かった（図 3）。これは、
チューブリンの発現は、活動中の細胞であっ
ても、細胞間で常に一定ではなく、分化ステ
ージ等に依存してその発現量は変動するこ
とを示している。また、スギ・―チューブ
リン遺伝子には、形成層帯で発現が認められ
ないものがあり、さらに、発現はするものの、
局所的に発現量に差がないものがあること
が明らかとなった。スギ・―チューブリン
遺伝子についても、細胞分裂領域よりも細胞
拡大領域でその発現量が多かった（図 3）。
―チューブリン遺伝子と―チューブリン遺
伝子の間で比較すると、前者のほうが形成層
内での発現量が多い傾向が示された。 
 スギ形成層内の細胞拡大領域と細胞分裂
領域の間で、―チューブリン遺伝子の発現
構成比が異なることが明らかとなった（図 3）。
例えば、細胞拡大領域における-1 と-2 の発
現構成比はおおよそ 1.0:1.1 であったが、細胞
分裂領域では、おおよそ 1.0:1.9 となり、-2
の発現量が多くなった。また、細胞拡大領域
における1/2 と-4 の発現構成比はおおよ
そ 1.0:1.6 であったが、細胞分裂領域では、お
およそ 1.0:3.6 となり、-4 の発現量が顕著に
多くなった。-4 のアミノ酸配列は、他の―
チューブリンのそれよりもやや短かった。特
に C 末端領域のアミノ酸配列が短く、他の配
列で見られるグルタミン酸の配列が欠けて
いた。これより、-4 がコードするチューブ
リンは、翻訳後にポリグルタミル化を受けな
いことが示唆された。Eucalyptus grandis では、
木部繊維の二次壁形成過程で、－チューブ
リン遺伝子のうちのひとつの発現量が顕著
に増加することが示されている。以上より、
樹木形成層における細胞壁形成段階でのチ
ューブリン・アイソタイプの発現構成比の変
動が、表層微小管本体の構造、さらに微小管
結合タンパク質やその他の微小管関連タン
パク質との間の相互作用に与える影響が示

 
図 1．LMD によるスギ形成層細胞試料の採取． 
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図 2．スギ・―チューブリン遺伝子の検出コピー数． 
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図 3．スギ・チューブリン遺伝子間の発現量の比較． 



唆された。今後は、チューブリン・アイソタ
イプの発現構成比と樹木細胞壁形成との関
係を分子構造レベルで詳しく明らかにする
必要があると考えられる。 
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