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    学位論文題名

Three-dimensional analysis of cambium and

    differentiatingxylemCellS

intherlng‐porouShardWOOd勵Zゆロ刀及第ウぎCた岱

    （環孔広葉樹材ハリギりにおける形成層

    およぴ分化中木部細胞の三次元的解析）

学位論文内容の要旨

  木材は、材料やエネルギ一源として古代から利用されており、将来においても再生可能な
生物資源として重要である。木材の材質は、木材を生産する樹木の遺伝的性質や生育環境に
より大きく異なる。従って、材質を育林技術や細胞工学的な手法で改良し、さらに木材を有
効利用するためには、木材の形成機構を充分に理解することが重要である。木材は、樹幹を
環状に包む形成層の分裂活動（肥大成長）により形成される。形成層細胞は、道管要素、仮
道管、木部繊維、柔細胞など異なる機能をもつ木部細胞に分化する。木材の形成機構を明ら
かにするために、形成層細胞の分裂機構や木部細胞の分化機構に関してこれまでにも研究が
行われてきたが、知見は不十分である。その理由として、形成層細胞およぴ分化中細胞は柔
らかく壊れやすいため試料の調整中にダメージを受け易いこと、また細胞の形態や配列が複
雑であること、などがあげられる。本研究では、1）形成層細胞や分化中木部細胞、特に広
葉樹の水分通導にとって重要な役割をもつ道管要素などを、三次元的に解析できる新しい解
剖学的手法の確立を検討し、2）これらの手法により、細胞の形態や配列の変化、細胞壁の
微細構造、核の存在状態などについて詳細に解析した。供試木は、形成層細胞が非眉階状配
列をし、年輪の初めに形成される孔圏道管要素の直径が大きい環孔広葉樹材ハリギリ
(Kalopanax pictus）を用いた。得られた結果は、以下のようにまとめられる。

1）形成層細胞や分化中木部細胞の形態や配列の観察に共焦点レーザ走査顕微鏡法（以下
CLSMと略する）の導入を試みた。CLSMにより得られる光学切片像は、焦点が合わない情
報が取り除かれているため通常の光学顕微鏡像に比ベ高い分解能とコントラストをもち、形
成層細胞の形態や核の存在状態に関する詳細な情報をもたらした。また、比較的厚い試料か
らZ軸方向（試料の厚さ方向）の連続的な光学切片(optical section)像を得ることが出来た。
これらの連続光学切片像はZ軸方向の三次元情報を含んでおり、画像解析ソフトウエアを用
いて形成層細胞や分化中木部細胞の三次元画像が容易に構築出来た。得られた画像は、樹脂
包埋試料から既存の方法により連続的に作成した薄切片像と同様な高い分解能をもっていた。
これらの結果は、CLSMが形成層の様な壊れやすい組織の立体画像を、機械的なダメージを
与えることなしで容易にかつ迅速に構築する強カな手法であることを示している。さらに、
Z軸方向の連続的な光学切片像は複雑に入り組んだ細胞の末端や重なり具合を特定する上で
も有効であり、細胞の正確な長さの迅速ナょ測定に利用出来る。
  樹脂鋳型法を形成層細胞や分化中木部細胞の形態や細胞壁構造の解析に初めて応用した。
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試料をボリスチレンで包埋し、酸や酵素処理で細胞壁を取り除くことにより細胞の鋳型を作
成した。鋳型は、高分解能走査電子顕微鏡で観察した。ボリスチレンは細胞内に良く浸透し
ており、また重合したボリスチレンは酸や酵素処理に対して安定であった。鋳型は、分化中
木部細胞の細胞壁の内表面の構造を正確に反映しており、壁孔やせん孔など複雑な構造物の
形成過程の詳細な観察を可能にした。道管要素は細胞の拡大の速度が早いため、その分化過
程を追跡することは困難であった。しかしながら、樹脂鋳型法と走査電子顕微鏡法を組み合
わせた方法は、形成層細胞の三次元的な配列や分化中木部細胞の形態変化を大きな視野で低
倍率から高倍率まで連続的に観察することが出来る点で優れており、道管要素の分化過程に
関する新しい多くの情報を提供可能にした。
  細胞の長さや形態を正確に解析するためには、細胞を酸などで解離し、直接観察する方法
（ maceration)が有効である。しかしながら、形成層細胞を酸で処理するとダメージを受けた
り膨潤・収縮する可能性が高いため、形成層細胞の解繊像は過去の報告では示されていない。
そこで本研究では、酵素(pectinase)を用いて形成層細胞のみを単離する方法を確立し、形
成層細胞の解繊像を初めて示した。また、分離後の構造を走査電子顕微鏡法で観察すること
により、分離した細胞が形成層および分化中の細胞であることを確認出来た。

2)形成層細胞の形態を、解繊法、a，SMによる連続光学切片像および走査電子顕微鏡法に
より詳細に解析した。軸方向に細長い紡錘形形成層細胞の20％以上は典型的な紡錘形を示
さず、多角形やフオーク状に分岐した形態を示した。これらの細胞は、特に放射組織形成層
細胞の周辺で認められた。以上の結果から、紡錘形形成層細胞を形態による違いにより、典
型的な紡錘形形成層細胞と非典型的な紡錘形形成層細胞の2っに区分できることを提唱した。
  紡錘形形成層細胞と道管要素の長さをくニLSMおよび解繊法により測定し、両者の関係を統
計的に解析した。紡錘形形成層細胞と道管要素の長さには同一試料内や試料採取時期で大き
な変動性が認められた。樹脂鋳型法による観察結果も、隣接した道管要素間で著しい長さの
違いを示した。細胞の長さの平均値や分布に関して、休眠中の紡錘形形成層細胞と孔圏道管
要素の間には有為な違いが認められなかった。これらの結果は、孔圏道管要素への分化中に
横方向への著しい拡大は起こるが長さ方向への変化は起こらないことを示し、孔圏道管要素
の長さは、分裂開始前の紡錘形形成層細胞の長さを推定する上で最適な指標であることを示
した。
  軸方向に非常に細長い紡錘形形成層細胞が複数の核をもつ可能性が古くから議論されてい
る。形成層細胞を含む切片を作成し光学顕微鏡により観察したところ、紡錘形形成層細胞内
に明らかに複数の核が存在することが確認できた。しかしながら、CLSMにより連続光学切
片像を作成したところ、通常の光学顕微鏡法では複数の紡錘形形成層細胞がZ軸方向に重な
った像を観察しているため、同一細胞内に複数の核が存在しているように見えることが明ら
かになった。紡錘形形成層細胞をZ軸方向に分離した結果、紡錘形形成層細胞は単一の核の
みをもつことが証明された。また、分化中道管要素においても常に単一の核のみが認められ
た。
  樹幹胸高部位に最初に形成される孔圏道管要素は芽吹きの数週間前に拡大し始め、二次壁
を形成中の孔圏道管要素は芽吹き時期に観察された。分化中の木部細胞を樹脂鋳型法で連続
的に観察したところ、道管要素の分化初期段階は壁孔領域周囲への細胞壁成分の堆積により
特徴づけられた。さらに分化中の道管要素では、壁孔こうやせん孔縁の形成が段階的に進行
することが明らかになった。

  以上の解析から、形成層細胞や分化中木部細胞の形態や配列などを三次元的に解析できる
手法が確立でき、これにより紡錘形形成層細胞から道管要素への分化過程の詳細などが明ら
かになった。これらの結果は、木材の形成機構を解明する上で重要な知見と考えられる。
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    学位論文題名

Three-dimensional analysis of cambium and

    differentiatingxylemCells

intherlng―porouShardWOOd脇Zゆ口勿な第シぎCた岱

    （環孔広葉樹材ハリギりにおける形成層

    および分化中木部細胞の三次元的解析）

  木材は、材料やェネルギー源として古代から利用されており、将乗にぉいても再生可能

な生物資源として重要である。木材の形成機構を明らかにするために、形成層細胞の分裂

機構や木部細胞の分化機構に関してこれまでに多くの研究が行われてきたが、形成層細胞

および分化中細胞は柔らかく壊れやすいため試料の調整中にダメージを受け易いこと、ま

た細胞の形態や配列が複雑であることなどにより、その知見は不十分であった。本研究は

1）形成層細胞や分化中木部細胞、特に広葉樹の水分通導にとって重要な役割をもつ道管

要素などを三次元的に解析できる新しい解剖学的手法の確立を検討し、2）これらの手法

により、環孔広葉樹材ハルギリ(Kcdopanax pictus)を用い、形成層細胞や分化中の木部細

胞の形態や配列の変化、細胞壁の微細構造、核の存在状態などについて詳細に解析してい

る。

  本研究は、先ず、形成層細胞や分化中木部細胞の形態や配列の観察に共焦点レーザ走査

頭微鏡法(CLSM)の導入を試みている。CLSMにより得られる光学切片像は、焦点が合わ

ない情報が取り除かれているため通常の光学顕微鏡像に比べ高い分解能とコントラストを

もち、形成層細胞の形態や核の存在状態に関する詳細な情報をもたらす。また、比較的厚

い試料からZ軸方向（試料の厚さ方向）の連続的な光学切片像を得ることが出来る。この

ため、CLSMは形成層の様な壊れやすい組織の立体画像を機械的なダメージを与えること

なしに容易にかつ迅速に構築することができ、さらに、Z軸方向の連続的な光学切片像に

より複雑に入り組んだ細胞の末端や重なり具合を特定することができ、細胞の正確な長さ
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の迅速な測定に利用出来た。

  次いで本研究で強、樹脂鋳型法を形成層細胞や分化中木部細胞の形態や細胞壁構造の解

析のために初めて応用している。試料をポリスチレンで包埋し、酸や酵素処理で細胞壁を

取り除くことにより細胞の鋳型を作成し、高分解能走査電子頭微鏡で観察した。鋳型は分

化中木部細胞の細胞壁の内表面の構造を正確に反映しており、壁孔やせん孔など複雑な構

造物の形成過程の詳細な観察を可能にしている。

  さらに本研究では、酵素(pectinase)を用いて形成層細胞のみを単離する方法を確立し

    ャ

形成層細胞の解繊像を初めて示した。これまでに、細胞の長さや形態を正確に解析するた

めに細胞を酸などで解離し、直接観察する方法(maceration)が有効であることが知られて

いたが、形成層細胞を酸で処理するとダメージを受けたり膨潤・収縮する可能性が高いた

め、形成層細胞の解繊像は過去の報告では示されていなかった。また、本研究では分離後

の構造を走査電子頭微鏡法で観察することにより、分離した細胞が形成層および分化中の

細胞であることを確認している。

  以上の手法により本研究では、1）紡錘形形成層細胞の形態について、その20％以上

は典型的な紡錘形を示さず多角形やフオーク状に分岐した形態を示すこと、また、これら

の細胞は特に放射組織形成層細胞の周辺で認められることを明らかに′した。これらの結果

から紡錘形形成層細胞を形態による違いにより、典型的な紡錘形形成層細胞と非典型的な

紡錘形形成層細胞の2つに区分できることを提唱している。2）紡錘形形成層細胞と道管

要素の長さを測定し、両者の関係を統計的に解析した。紡錘形形成層細胞と道管要素の長

さに同一試料内や試料採取時期で大きな変動性を認めた。一方、細胞の長さの平均値や分

布に関して、休眠中の紡錘形形成層細胞と孔圏道管要素の問には有為な違いが認められな

かった。これらの結果は、孔圏道管要素への分化中に横方向への著しい拡大は起こるが長

さ方向への変化は起こらないことを示している。3）軸方向に非常に細長い紡錘形形成層

細胞が複数の核をもつ可能性が古くから議論されているが、紡錘形形成層細胞は単一の核

のみをもつこと証明した。4）分化中の木部細胞において、道管要素の分化初期段階は壁

孔領域周囲への細胞壁成分の堆積により特徴づけられた。さらに分化中の道管要素では、

壁 孔 こ う や せ ん 孔 縁 の 形 成 が段 階 的に 進 行 する こ とが 明 ら かに し て いる 。

  以上の解析から、形成層細胞や分化中木部細胞の形態や配列などを三次元的に解析でき

る手法が確立でき、これにより紡錘形形成層細胞から道管要素への分化過程の詳細などが

明らかになった。これらの結果は、木材の形成機構を解明する上で重要な知見と考えられ

る。よって審査員一同は、Peter Bor:issovlくitinが博士（農学）の学位を受けるのに十分な資

格を有するものと認めた。
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