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１．はじめに 

 植物の体は多様な細胞が集積するようにして発達する。それぞれの細胞の形態や機能は細胞を

取り囲む細胞壁に大きく依存しており，細胞壁の成分や沈着パターン，厚みは細胞の形態や機能

に強く影響する。道管や木部繊維などの木部組織は，木部細胞が二次細胞壁を厚く沈着すること

により個体を支え導管液の輸送に耐える物理的な強度を獲得しており，細胞壁による細胞の機能

分化の分かりやすい例と言える。さらに，道管における二次細胞壁の沈着は細胞内で厳密に制御

されており，原生木部道管では環状や螺旋状，後生木部道管では網目状や孔紋状に二次細胞壁を

沈着することにより異なった性質の道管を作り出している。道管細胞は二次細胞壁を形成した後

に細胞内容物を消化することにより中空の死細胞である管状要素となり，穿孔および壁孔を介し

て導管液を通すことができるようになる。残された二次細胞壁はリグニン化することにより物理

的にも化学的にも強固なものとなり，長期間にわたって通同組織の支えとして機能する（図 1）。

このように道管は木部細

胞の非可逆的な分化によ

り形成されているが，こ

のような細胞分化のプロ

セスを解析することは，

道管分化が深部の限られ

た領域で起こることから

技術的な困難を伴う。ヒ

ャクニチソウの単離葉肉

細胞を用いた管状要素分

化 誘 導系 （ Fukuda & 

Komamine 1980）は高頻度

かつ同調的に管状要素分

化を誘導することが可能

であり，その高い再現性

 

図 1. シロイヌナズナの道管 （A）シロイヌナズナの根の道管。（B, 
C）原生木部（B）と後生木部（C）における管状要素分化の模式図。
ここでは環状と孔紋状の二次細胞壁パターンを示す。Bar = 10 µm. 
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から国内外で長く利用され，道管を含む維管束形成機構の解明に大きく貢献してきた。2000年代

に入ると，シロイヌナズナを用いた研究が維管束形成の遺伝子レベル，分子レベルでの理解に貢

献するようになってきた。その中で，シロイヌナズナを用いて道管分化を in vitroで誘導する試み

もなされてきた。本稿では，シロイヌナズナを用いた道管分化誘導法とその成果について概説す

る。 

 

２．継代培養細胞を用いた分化誘導系 
シロイヌナズナの継代培養細胞は Col-0株，MM2d株, T87株等が知られているが，これらはオ

ーキシン存在下で培養することにより半永久的に継代することが可能である。一般的に，培養細

胞は均一な細胞集団の調製が容易なこと，自家蛍光が少なく顕微鏡での蛍光観察がし易いことか

ら，細胞生物学的，生化学的アプローチに有用な材料である。また，細胞株によっては，ヒャク

ニチソウでは困難であったアグロバクテリウム法による遺伝子導入が容易であることも重要な利

点である。これまでにシロイヌナズナの継代培養細胞を用いた管状要素分化誘導系が複数の研究

グループから報告された。一例目は筆者が携わった研究のひとつであり，Col-0培養細胞株を用い

て開発した実験系である。この実験系では細胞を 2,4-D，brassinolide 存在下で培養することによ

り， 36-48 時間で 30%程度の細胞を管状要素に分化させることができた（Oda et al. 2005）。この

細胞株には微小管マーカーであるGFP-TUB6を恒常的に発現させており，管状要素分化における

表層微小管の挙動を生きた状態で観察することがはじめて可能となった。これまで管状要素分化

における表層微小管の観察は電子顕微鏡あるいは間接蛍光抗体染色法による静止状態での観察に

限られていたが，この実験系により表層微小管が徐々に束となってゆく様子，微小管に沿って二

次細胞壁の沈着が進む様子が明らかとなった（Oda et al. 2005, Oda & Hasezawa 2006）。同時期に

Col-0培養細胞をホウ酸と brassinolideの存在下で培養することにより，７日間で 50％ほどの細胞

を管状要素に分化させる手法が報告された（Kubo et al. 2005）。この実験系を用いたマイクロアレ

イ解析により， NACファミリーに属するVND１～VND7が木部道管に特異的に発現する転写因

子群として同定された。これらの転写因子のうち VND7あるいは VND6を異所的に発現させると，

それぞれ原生木部道管様，後生木部道管様の二次細胞壁肥厚を誘導し，逆に SRDXを付加したド

ミナントネガティブ型の導入により道管の分化が遅延した。このことからVND7およびVND6が

それぞれ原生木部道管，後生木部道管の分化を誘導する転写因子であることが示された。後に，

VND7は後生木部を含む道管分化に広く関わっており，道管分化を制御する主要な転写因子であ

ることが報告された（Yamaguchi et al. 2011）。ホウ酸を用いた管状要素の分化誘導はカルスにも用

いられた（Kwon et al. 2010）。この研究ではシロイヌナズナの野生型および RabG3bの変異体から

新たにカルスを単離し，ホウ酸と brassinolide存在下で培養することにより管状要素の分化を誘導

している。野生型由来のカルスでは 15%程度の細胞が管状要素に分化したのに対し，恒常活性型

RabG3b導入株由来のカルスでは 40%以上，不活性型 RabG3b導入株および RabG3b RNAi導入株

由来のカルスでは 5%以下の細胞が管状要素に分化したことから，RabG3bが管状要素分化を促進

していると考えられている（Kwon et al. 2010）。 

2010 年には新規のシロイヌナズナ培養細胞株を用いた管状要素分化誘導系が報告された

（Pesquet et al. 2010）。この研究ではシロイヌナズナの植物体から新規に培養細胞株を樹立し，NAA，
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BAP（6-benzylaminopurine），epibrassinolideを培養液に添加することにより 96時間で 30~40%の細

胞を管状要素へ分化させている。植物の継代培養細胞株は多くの場合オーキシン存在下で細胞の

増殖を維持するが，この培養細胞株はオーキシン非存在下で増殖する細胞をカルスから選抜して

樹立したものであり，ホルモンフリーの培地で維持されている。この性質がこの細胞株の分化能

と何らかの関係があるのかもしれない。Pesquetら（2010）はこの実験系を用いて微小管付随タン

パク質の発現を網羅的に調べ，MAP70-5が管状要素分化時に特異的に発現することを突き止めた。

この実験系では螺旋型，網目および孔紋型の二次細胞壁が混在して形成されるが，MAP70-5，あ

るいはその相互作用因子である MAP70-1 の発現を抑制すると孔紋型の二次細胞壁の割合が増加

し，逆にこれらの遺伝子を過剰に発現させると，螺旋型の二次細胞壁の頻度が増加した。このこ

とから，MAP70-5 が二次細胞壁の沈着パターンの制御因子の一つであることが示唆された

（Pesquet et al. 2010）。最近になり，この実験系を用いた微小管付随タンパク質のプロテオミクス

解析により，MAP65や AIR9, CSI1など多数の微小管付随タンパク質も二次細胞壁のパターンに

関与していることが報告された（Derbyshire et al., 2015）。このプロテオミクス解析は細胞を多量に

調製することが容易な培養細胞の特性を活かした研究例と言えよう。 

 2010 年には分化誘導に転写因子の活性を利用した新しいタイプの分化誘導系が報告された。

Yamaguchi ら （2010）は VND7 に転写活性化因子およびグルココルチコイド受容体を融合した

VND7-VP16-GRをタバコBY-2細胞株に導入し，その培養液に dexamethasoneを添加することによ

り，4～5 日で 80%を超える高頻度で原生木部様の管状要素を分化誘導することに成功した

（Yamaguchi et al. 2010）。筆者は共同研究者らと共に，Col-0培養細胞に VND6を発現させること

により管状要素を分化させる実験系の開発に取り組んだ。その結果，VND6 をエストロゲンによ

る発現誘導系の制御下に置き，17β-estradiolおよび brassinolideを培養細胞の培養液に添加するこ

とにより，およそ 36 時間で 80%ほどの細胞を後生木部道管様の管状要素に分化させることがで

きるようになった（図 2, Oda et al. 2010）。また，アグロバクテリウム法による高頻度の遺伝子導

入も可能になり，抗生物質による選抜をすることなく数日でGFP等との融合タンパク質の局在を

分化過程の細胞内で観察することができるようになった。筆者らはこの方法を用いて道管分化時

に顕著に発現するタン

パク質の細胞内局在を

網羅的に解析し，微小

管付随タンパク質

MIDD1 が局所的に表

層微小管の脱重合を促

進することにより壁孔

の形成を誘導している

ことを突き止めた。さ

らに，MIDD1は局所的

に活性化した ROP 

GTPase により細胞膜

にアンカーされ，微小

 

図２.VND6導入 Col-0株を用いた管状要素分化誘導系 （A）VND6を導
入したCol-0培養細胞株。（B）分化誘導後の蛍光顕微鏡像。赤いシグナ
ルは蛍光色素で染色した二次細胞壁。Bar = 20 µm 
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管脱重合活性を持つKinesin-13Aと相互作用することにより働いていることを明らかにした（Oda 

& Fukuda 2012, 2013）。また，機能未知の coiled-coil タンパク質であるVETH1およびVETH2が

COG2 タンパク質と相互作用することにより，表層微小管に exocyst 複合体サブユニットである

Exo70A1をリクルートしていることを報告した（Oda et al. 2015）。exocyst複合体は膜輸送経路の

目的地の決定に関わっており，EXO70A1 の機能欠損変異体では二次細胞壁の沈着パターンに異

常を生じたことから，VETH経路は表層微小管に沿った細胞壁成分の輸送に関わっているのと考

えられる。これらの研究に加え，この実験系は道管分化におけるプログラム細胞死に関する知見

にも寄与した（Han et al. 2012, Ohashi-Ito et al. 2010）。 

 

３．植物体を用いた実験系 
シロイヌナズナの個体や組織を用いた実験系として，胚軸を用いた実験系が報告された（Sawa 

et al. 2005）。この実験系では，暗所で育てたシロイヌナズナの芽生えから胚軸を切り出し，2,4-D，

kinetin，brassinolide を含む培地中で６日ほど培養することにより，管状要素が胚軸内に異所的に

形成される。 

最近になり，葉の組織を用いた斬新な分化誘導法が報告された（Kondo et al. 2015）。この手法で

は，シロイヌナズナの本葉から直径 1 mmのディスク状に組織を切り出し，2,4-D，kinetinに加え，

GSK3キナーゼの阻害剤である bikininを添加した培地中で培養することにより，３日程で葉肉細

胞を管状要素へと分化させている。GSK3キナーゼは，CLEペプチドシグナル下流のブラシノス

テロイドシグナル経路で働く BES1転写因子を介して道管分化を阻害している（Kondo et al. 2014）。

bikininはこのシグナル経路を阻害することにより木部道管への分化を促進していると考えられて

いる（Kondo et al. 2014）。この実験系では培養開始後 24時間ほどで前形成層マーカーの発現が見

られ，48時間後では木部細胞マーカーの発現が見られるようになる。従って，この実験系は前形

成層細胞から道管へ至る全過程を再現していると考えられ，木部細胞分化の仕組みを明らかにす

る上で強力なツールになると期待される。 

 シロイヌナズナの個体に転写因子を一過的に発現させることにより異所的に体細胞の道管分

化を誘導する手法も成果を上げている。Yamaguchiら（2010）は VND6-VP16-GRあるいは VND7-

VP16-GRを導入したシロイヌナズナの芽生えを 4日間 dexamethasoneで処理することにより，個

体内で広い範囲の体細胞をそれぞれ後生木部道管様，原生木部道管様の管状要素に分化させてい

る。特にVND7を用いた誘導系では個体全体の白化を引き起こすほど大部分の体細胞が道管に分

化する（Yamaguchi et al., 2010）。この実験系を用い，二次細胞壁のリグニン化について新知見が報

告された。この研究ではリグニンの合成に必要な酸化酵素である LAC4 および LAC17 が二次細

胞壁合成部位に特異的に局在していることが示され，木部道管において二次細胞壁が特異的にリ

グニン化される仕組みの一端が明らかとなった（Schuetz et al. 2014）。また，この分化誘導系は高

精細なライブイメージングにも用いられた。セルロース合成酵素複合体のマーカーを導入し，道

管へと分化している表皮細胞を観察することにより，二次細胞壁形成におけるセルロース合成酵

素複合体の詳細な挙動が明らかにされた（Watanabe et al. 2015）。この観察によると，二次細胞壁

の合成領域では一次細胞壁を合成している領域に比べ，セルロース合成酵素複合体の密度が高く，

また細胞膜上での移動速度も速い。細胞膜上でのセルロース合成酵素複合体の移動はセルロース
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微繊維の合成に依存していると考えられており，この結果は二次細胞壁の形成を担うセルロース

合成酵素複合体の高いセルロース合成能を示唆していると言える。このような二次細胞壁のセル

ロース合成酵素複合体の性質が管状要素分化における急速な二次細胞壁形成を可能にしていると

考えられている（Watanabe et al. 2015）。 

このように木部細胞分化を制御する転写因子が明らかとなってきたことから，転写因子の活性

を人為的に制御し，特定のタイプの木部細胞を様々な細胞から分化させることが可能となってき

た。さらに，道管を含む通同組織の細胞分化を制御する転写因子はVNS（VND/NST/SMB）ファ

ミリーとして陸上植物に広く保存されており（Xu et al. 2014），転写因子を利用した通同組織の分

化誘導はシロイヌナズナのみならず幅広い植物で応用できると期待される。 

 

４．今後の展望 
 これまで述べてきたように，この 10 年の間にシロイヌナズナを用いた様々な道管分化誘導系

が発達してきた。材料としては個体や組織，培養細胞といった選択肢があり，誘導法に関しても

植物ホルモンや阻害剤に加え，転写因子の発現を誘導する方法がある。植物ホルモンと阻害剤を

用いて誘導する手法は，既存のマーカーラインや変異系統をそのまま利用することができる強み

がある。一方，転写因子を利用した方法では特定のタイプの木部道管を高頻度で分化させる特異

性に秀でている。材料に培養細胞を用いた実験系は，ハンドリングの速さやイメージング，生理

学的な実験との親和性が高い一方で，安定した培養を維持するには実験者の修練が必要な点，長

期保存の難しさが欠点と言える。実験系の性質を考慮し，状況に適した実験系を導入することが

効果的に成果を得る上で重要であろう。道管分化を研究するためのツールは明らかに充実してき

ており，以前と比較して容易に道管分化の研究に取り組むことができる環境が整いつつある。今

後，これらの実験系のユーザーが増えることにより，その再現性や効率がさらに改善され，道管

分化の研究に一層貢献すると期待される。また，今後は木部道管以外の維管束組織の分化誘導系

や，シロイヌナズナ以外の植物種での分化誘導系など，新しい実験系の開発も望まれる。このよ

うな取り組みにより，道管分化のみならず維管束全体の形成機構やその進化的な側面，さらには

細胞分化という現象の根本的な理解にも繋がると期待される。 
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