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研究成果の概要（和文）：本研究では木部細胞の二次壁形成過程で生じるセルロースミクロフィブリルの配向変化を制
御する細胞内分子機構を明らかにするために、木部細胞を用いた表層微小管のライブイメージング法の試行および表層
微小管の空間配置を制御する因子の探索と機能解析を行った。前者では、微小管をGFPにより標識したポプラ形質転換
体を用いて蛍光観察を行った。しかし、多くの木繊維細胞では繊維状の表層微小管を観察することは困難であった。後
者では、ポプラにおいて表層微小管の平行性と密度を制御する２遺伝子を同定し、それらの遺伝子が二次木部で高発現
することおよび下流の微小管関連タンパク質を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The secondary cell wall is divided into three layers based on the orientation of 
cellulose microfibrils (MFs). The alignment of MFs is guided by cortical microtubules (CMTs) and its 
spatial distribution is rearranged during the developmental process of xylem cells. The aim of this study 
is to reveal intracellular mechanisms that regulate spatial pattern of CMTs in xylem fibers. First, we 
tried to visualize CMTs in fibers using the transgenic poplars expressing GFP-tagged α- and β-tubulin. 
However, GFP fluorescence representing CMTs was not imaged in almost all cells. Second, we attempted to 
identify transcription factors that control spatial pattern of CMTs in xylem cells. The distribution of 
CMTs was more aligned in the transgenic poplar overexpressing TF26 and TF34. Since the genes were 
preferentially expressed in secondary xylem and regulated microtubule-associated proteins as downstream 
targets, they may have a key role in ordered alignments of CMTs in secondary xylem cells.

研究分野： 樹木分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 樹木は高度に分化した細胞壁を形成する
ことで、その巨大な樹体を永年的に保持して
いる。細胞壁は一次壁と二次壁に大別され、
一次壁は細胞が伸長・拡大中に堆積する薄い
細胞壁であり、二次壁は細胞が伸長・拡大停
止後に堆積する厚い細胞壁である。広葉樹の
木繊維や針葉樹の仮道管の場合、二次壁は S1

層、S2層、S3層の３層に区別され、各壁層で
は細胞長軸に対するセルロースミクロフィ
ブリル（MF）の配向角度が異なっている（文
献１）。MF の配向制御には、細胞膜の裏打ち
構造である表層微小管が密接に関与してい
る。表層微小管は二次壁の形成過程で連続的
に配向変化しており、MF の配向パターンと一
致している。このことは、表層微小管が MF
の配向を制御することを示唆している。しか
し、二次壁形成過程で生じる表層微小管の配
向変化が、どのような細胞内分子機構により
制御されているのか未だ詳細な理解には至
っていない。 
 これまで、木部細胞の表層微小管の観察方
法として、免疫染色法が行われてきた。二次
壁形成中の木部細胞では、表層微小管は並行
的かつ密に局在する（文献２）。さらに、S1

層堆積中の細胞では微小管は緩傾斜のSらせ
ん、S2層堆積中の細胞では急傾斜の Zらせん、
S3層堆積中の細胞では緩傾斜の S らせんを示
す。また、S1層と S2層の間と S2層と S3層の
間には移行層が観察される。しかし、免疫染
色法では、細胞を化学固定するために生細胞
での観察ができず、表層微小管の空間的・時
間的な変動を解析することは困難であった。 
 生体内で微小管を可視化する技術は、ここ
数年で高度に発展してきた。表層微小管は、
α-チューブリン (TUA)とβ-チューブリン 
(TUB)を主な構成要素とする繊維状の細胞内
構造体である。近年、微小管を構成するタン
パク質（TUA や TUB など）と蛍光タンパク質
（GFP など）を融合したタンパク質を植物体
で発現させることにより、微小管を直接観察
する方法が確立してきた（文献３）。この手
法では細胞の生理活性を維持したまま生体
内を観察できることから、微小管の空間的変
化を時系列で解析することに適している。そ
こで、本研究では、微小管の直接観察法をモ
デル樹木であるポプラに応用し、木繊維細胞
の発達過程における表層微小管の時空間的
な観察を試みる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、二次壁の MF および表層微小
管の配向を制御する細胞内分子機構を解明
することを最終目標とした。そのために、微
小管を蛍光タンパク質により標識したポプ
ラ形質転換体を用い、木部細胞において表層
微小管の観察手法の確立および表層微小管
の空間的・時間的な変動の解明を目的とした。 
 
 

３．研究の方法 
(1)木部細胞での表層微小管の可視化 
 微小管をGFPにより標識したポプラ形質転
換体（CaMV35S::GFP-AtTUA6, CaMV35S::GFP- 
AtTUB6）を用い、表層微小管の可視化を行っ
た。鉢植えにした形質転換体から約 20 節間
目の幹をサンプリングし、表皮、師部、形成
層、木部、髄を含む幹の徒手切片を作成した。
その後、共焦点レーザー顕微鏡により GFP 蛍
光を観察した。 
 
(2)二次壁特異的プロモーターを用いた改変
型ポプラ形質転換体の作成と表層微小管の
可視化 
 GFP により標識した AtTUA6 および AtTUB6
を木部組織において高発現させるために、遺
伝子コンストラクトの改変を行った。木部組
織において強発現することが明らかになっ
て い る ポ プ ラ ・ セ ル ロ ー ス 合 成 酵 素
PtxtCesA8B のプロモーターに GFP-AtTUA6 お
よび GFP-AtTUB6 を連結したコンストラクト
を作成し、アグロバクテリウム法によりポプ
ラ に 導 入 し た （ PtxtCesA8Bpro::GFP- 
AtTUA6,PtxtCesA8Bpro::GFP-AtTUB6）。(1)と
同様の方法により、GFP 蛍光を共焦点レーザ
ー顕微鏡により観察した。 
 
(3)表層微小管の空間配置を制御する新規因
子の探索 
 ポプラにおいて表層微小管の配向を制御
する新規因子の探索を行った。木部組織で発
現する 34 個の転写因子（TF）に着目し、遺
伝子コンストラクト（CaMV35S::TF-TagRFP）
を 構 築 し た 後 、 ポ プ ラ 形 質 転 換 体
（CaMV35S::GFP-AtTUA6）に導入した。作成
したポプラ二重形質転換体について、葉の表
皮細胞を用いて GFP 蛍光を観察した。得られ
た観察像から表層微小管の空間構造を定量
化するために、新たに画像解析ソフトウェア
を開発し、表層微小管の平行性と密度を定量
化した。 
 
(4)新規因子（TF26遺伝子および TF34遺伝子）
の機能解析 
 ポプラにおいて表層微小管の空間配置を
制御する新たな因子（TF26 遺伝子および TF34

遺伝子）について機能解析を行った。まず、
ポプラの各組織（頂端、伸長中の茎、肥大成
長中の茎の師部及び木部、葉、葉柄）を用い
て、TF26遺伝子および TF34遺伝子の発現量を
real-time PCR により定量化した。各遺伝子
を制御する上流遺伝子を探索するために、ポ
プラの VNS (VND-, NST/SND- and SMB-)オル
ソログとTF26遺伝子およびTF34遺伝子のプロ
モーター領域を用いて in vivoトランスアク
チベーションアッセイを行った。各遺伝子が
制御する下流の遺伝子群を同定するために、
TF26 遺伝子過剰発現体、TF34 遺伝子過剰発現
体、コントロールの葉から total RNA を抽出
し、マイクロアレイ解析を行った。 



４．研究成果 
(1)木部細胞での表層微小管の可視化 
 ポプラ形質転換体（CaMV35S::GFP-AtTUA6, 
CaMV35S::GFP- AtTUB6）の幹から徒手切片を
作成し、高感度型の共焦点レーザー顕微鏡を
用いて表層微小管の蛍光観察を行った。その
結果、一部の木繊維細胞において微小管を直
接観察することに成功した（図１）。これら
の細胞では表層微小管が配向性よく密に局
在することから、二次壁形成中の細胞である
と推察された。 
 表層微小管を直接観察できる細胞がある
一方で、多くの木部細胞では GFP 蛍光を介し
て微小管を観察することが困難であった。そ
の原因として、構成発現プロモーター
（CaMV35S）の活性が木繊維細胞において弱
いことや今回用いたチューブリンタンパク
質が木部細胞の微小管に取り込まれにくい
ことが考えられた。このため、ポプラ形質転
換体（CaMV35S::GFP-AtTUA6, CaMV35S::GFP- 
AtTUB6）を用いて本研究の目的（木部細胞に
おける表層微小管の空間的・時間的な変動解
析）を達成することは困難であると推察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.木繊維細胞における微小管の蛍光観察
像. CaMV35S::GFP-AtTUA6 を発現させたポプ
ラ形質転換体. スケールバーは 20µm. 
 
 
(2)二次壁特異的プロモーターを用いた改変
型ポプラ形質転換体の作成と表層微小管の
可視化 
 GFP-AtTUA6 および GFP- AtTUB6 を木部組織
において高発現させるために、プロモーター
をポプラ・セルロース合成酵素 PtxtCesA8B
に改変した遺伝子コンストラクトを作成し、
ポプラに導入した。得られたポプラ形質転換
体（PtxtCesA8Bpro::GFP-AtTUA6, PtxtCesA8B 
pro::GFP-AtTUB6）の幹切片を用い、木繊維
細胞での微小管の蛍光観察を行った。その結
果、GFP 蛍光は主に細胞質から観察され、繊
維状の表層微小管は観察されなかった。この
ことは、木繊維細胞において GFP 標識した
AtTUA6 および AtTUB6 が細胞質にプールされ
ていることを示している。 
 
 (1)および(2)の結果より、木繊維細胞にお
いてGFP蛍光を介した表層微小管の観察が困
難な原因として、微小管を標識するために用
いたシロイヌナズナのチューブリンタンパ
ク質（AtTUA6 および AtTUB6）が木繊維細胞
の表層微小管に取り込まれにくい可能性と

幹切片を作成する過程で微小管が脱重合す
る可能性が考えられた。 
 
 
(3)表層微小管の空間配置を制御する新規因
子の探索 
 木繊維細胞を用いた表層微小管の直接観
察法の開発と並行して、木部発達の過程で微
小管の空間配置を制御する新規因子の探索
を行った。まず、木部組織で発現する 34 個
の転写因子（TF）に着目し、遺伝子コンスト
ラクト（CaMV35S::TF-TagRFP）を構築した後、
ポプラ形質転換体（CaMV35S::GFP-AtTUA6）
に導入した。作成したポプラ二重形質転換体
について、表層微小管の蛍光観察像を取得し、
表層微小管の平行性および密度を画像解析
ソフトウェアにより定量化した。その結果、
TF26 遺伝子を過剰発現させたポプラでは表層
微小管の平行性と密度が増加しており、TF34

遺伝子を過剰発現させたポプラでは平行性
が増加していた（図２）。これらの結果より、
TF26遺伝子および TF34遺伝子は木部細胞の発
達過程で表層微小管の空間配置を制御する
可能性が示唆された。 
 

図２. TF26遺伝子過剰発現体および TF34遺伝
子過剰発現体での表層微小管のGFP蛍光観察
像.スケールバーは 10µm. 
 
 
(4)新規因子（TF26遺伝子および TF34遺伝子）
の機能解析 
 ポプラにおいて表層微小管の空間配置を
制御するTF26遺伝子およびTF34遺伝子の機能
解析を行った。まず、各組織における両遺伝
子の発現パターンを解析した結果、TF26 遺伝
子およびTF34遺伝子は二次木部において強く
発現することを明らかにした。また、各遺伝
子を発現制御する上流遺伝子を探索したと
こ ろ 、 ポ プ ラ の NST/SND オ ル ソ ロ グ
（NST/SND；シロイヌナズナにおいて木繊維
細胞の二次壁形成のマスター転写因子）が両
遺伝子の発現を正に制御していた（図３）。
さらに、TF26遺伝子および TF34遺伝子が制御
する下流の遺伝子群を同定するために、TF26

遺伝子過剰発現体及びTF34遺伝子過剰発現体
を用いてマイクロアレイ解析を行った。その
結果、TF26遺伝子過剰発現体では 498 遺伝子
が発現変動しており、TF34 遺伝子過剰発現体
では 238 遺伝子が発現変動していた。下流の
遺伝子群には微小管関連タンパク質遺伝子
（tubulin、MAP65、kinase など）が存在する
ことから、各転写因子が下流の遺伝子を制御
することにより木部細胞の表層微小管の空
間構造が決定されると推察された。 



 
図３. 木部細胞の発達過程における表層微
小管の空間配置を制御する機構のモデル. 
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