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第1主主 はじめに

1. 1. 木材細胞墜におけるセルロースミクロフィブリルと壁層の形成を研究

する必要性

2 1世紀に求められる 7 テリアノレの理想条件とは、生産 ・利用の過程において、

環境に負荷を与えないこと、さらにこれらの過程おいて CO2を放出しないこと

である。樹木は、環境に負荷なく生体内で多数の細胞を生産し、その細胞援に COヲ

を固定する。樹体内部の木部に蓄積された細胞壁は、木材として利用され、これ

は、燃焼 ・分解等による CO2の遊離がなければ、長期にわたって CO2を貯蔵で

きる7 テリアノレである。この合理的な生産 ・利用系を有効に活用するためには、

木材の利用 ・リサイク/レを推進するだけではなく、樹木生体内で環境に負荷なく

細胞壁が生産されるメカニス♂ムを解明することが必要となる。

樹木をはじめとする縞物組織の基本骨格をなすものは細胞壁であり、細胞壁の

主成分は 20から 60%を占めるセノレロースである。セルロースは、細胞表面の原

形質膜と細胞!i/i;の間隙において結品化し、ミクロプイブリノレを形成して細胞壁に

堆積する。つまり、ミクロフィプリノレを構成するセノレロースの高次機造とミクロ

フィブリノレの堆積構造が細胞壁の基本構造を決定する。細胞壁の骨格が構築され

るメカニズムを解明するためには、これらの構造を解析し、その構造形成に影響

を与える要因を明らかにしなければならない。さらに、樹木綿胞壁の基本構造が

明らかとなれば、木材の構造と物性、化学的性質などとの「構造一物性J相関が

明確となり、上記のような木材有効利用システムのための基盤となる。

本研究は、針葉樹木部組織の大半を占める仮道管について、ミクロフィプリノレ

を惰成するセルロースの高次構造とミクロフイブリノレの堆積構造を解析すること

により、細胞墜の骨格が構築されるメカニズムを探求する。仮道管の細胞壁は多
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層構造を有し、大別して細胞の位大生長期に形成される一次墜と、拡大停止後に

形成される二次壁からなる。 このことは、セルロースの結晶化とミ クロフィブリ

ルの堆積が、一次墜と二次壁の形成時では異なる環境下で進行する可能性を示唆

している。 したがって、セルロースの高次権造とミクロフイブリノレの機積構造に

差異が認められれば、それをもとに構築メカニズムを探求することが可能となる。
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1. 2. 従来の研究とその問題点

1. 2. 1 針葉樹仮道管細胞壁のセルロース結品構造

セルロースは原形質膜のセルロース合成酵素複合体 (TCs)により、 s-グルカ

ン鎖として生合成され (Brownand Montezinos， 1976; Mueller e/ al， 1976; Mu巴llerand 

Brown， 1980)、結晶化してミクロフィブリノレを形成し、さらに細胞壁に堆積して

その骨絡構造を成すと考えられている(例えば Fig.l-1、Vianand Reis， 1991)。つ

まり、セノレロースの結晶化は、細胞壁の骨格が構築される最初の段階であると考

えられる。 しかし、結晶化のメカニズムについては不明な点が多b、。近年、天然

セノレロース(セルロース l)は単一の結晶相ではなく、 2種の結晶相、 Iαと 113が

様々な比で存在する複合結晶体であることが判明した CVanderHartand Atalla 

1984; Atalla and VanderHart， 1984)。さらに、複合結晶体中の Iαと113の組成比は、

結晶化における物理的なストレスによって変化すると考えられている CSugjyama

e/ al， 1990; Sugiyama el al， 1991a; Yamamoto and Horii， 1994; Yam紅notoe/ al， 1996)。

このことは、セルロース結晶化のメカニズムを検討するためには、まず、細胞表

面の原形質膜と細胞壁の問の物理化学的な効果を考える必要があることを示唆し

ているa 後述するように、本研究で対象とする針葉樹仮道管の細胞表面における

物理的環境は、細胞笠形成中に変化すると考えられる。仮道管セノレロースの結晶

構造の解析はすでになされたものの、 IαとIpのいずれが主結晶相であるかについ

ては、いまだ研究者によって意見が異なるところである CTanahashie/ al， 1989; 

Wada e/ al， 1994)。また、さらなる疑問は、 セルロースの結品構造が仮道管細胞

盤中で均一であるのかあるいは変化するのかである。もし変化するならば、どの

ようなメカニズムにより生じるのであろうか。これらの疑問に答えるべく 、本研

究が出発している。以下に、セノレロース結晶の研究史における 2相 (1α/1日)モ

デルの位置づけと、仮道管セノレロースの結晶構造解析における問題点を述べる。
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Hypothetical scherne of the successive steps in the 
construction of the helicoidal cell wall. 1， polymerization; 2， fibri110-
genesis; 3， helicoidal assembly; "...， p∞1 of rnat由 subunits;@. 
Sl， inactivated cellulose synthetases located in the membrane of 
cytoplasmic secretory vesicles (SV); 0， S 1， activated cellulose svn-
thetases located in the plasmalemma (PM);・， S2， mat山 synthetases
located in the membrane of secretory vesicles (SV). Matrix sub-
units are excreted into the periplasm and aSB∞国tewith the glucan 
ch剖nsin the course of cryst凶lization，giving rise to a coatint< 
which a110wB the he1icoidal construction. The different aspects of 
wall helicoids may depend on the cellulose-matrix balance 

Figure 1・1(Refe汀ed仕001Vian and Reis， 1991) 
Hypouletical 5cheme ofsuccessive steps in the ceU wall construction between 

出eplasma membrane and cell wall. (see abbreviations above) 
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天然セノレロース結晶構造の研究は、 Nishikawaと Ono(1913)によるX線ラウ

エ写真の撮影を祖とし、 Meyerと Misch(1937)による空間群 P21単斜晶の単位

胞モデルを構造解析の出発点とするむその後、 X線回折、電子回折による空間群

や格子定数についての検討、 IR、ラ7 ン、 NMRによるセルロース分子のコンブ

オーメーション解析がなされたが、 1980年代に至るまで天然セルロースの結晶

機造は単一相としてみなされていた。しかし、すでに 1950年代後半、Marrinan

と Mann(1956)は、重水素置換した天然セノレロースについて R スペクトノレを

解析し、 OH伸縮吸収バンドの相違からセノレロースは2つのグ‘ループに区分でき

ることを認めていた。 X線回折、電子回折においても、 MeyerとMischモデルで

は説明できない回折点 (superlattice反射)を示したため (Honjoand Watanabe， 

1958)、2つのセルロースグ‘ノレープは異なる結晶単位胞を有すると考えられた

(Fisher and Mann， 1960; Mann el a/， 1960)。このような研究結果にかかわらず、

1970年代に入っても天然セルロースは単一の結晶相として考えられていた。 sup巴r

lattice反射を考慮、した空間群PIの三斜晶モテ‘ル (Sarko加 dMuggli， 1974)と、こ

れを考慮、しない空間群 P21の単斜品モデノレ (Gardner飢 dBlackwell， 1974)が提示

されたものの、それぞれ単一相としての天然セノレロースモデノレを考慮、していた。

1984年 Arallaと VanderHa口 (l984)は、海藻 ・バクテリアセノレロースと高等

植物のセルロースを固体 CP-MAS13C NMRにより解析・比較し、グノレコース残

基の炭素原子 CI，C4， C6の共鳴線が、両者の問で異なることを見いだした。この

解析結果から、天然セノレロースには2種の結晶相が様々な比で存在すること、特

に主結晶形が、海藻 ・バクテリアセノレロースとコットン ・ラミー -木材ノ宅/レプの

セノレロースとで異なることを発表し、前者の主結晶相を la.、後考のそれを Isと

名付けた。これ以降、天然セルロースは単一相ではなく、 IαとI帥きらなる 2相構

造として解析されることとなった。



その後 日oriiら (1987)は、高温水蒸気処理により Iαが結晶性を損なうことな

く、より安定な !sへ転移する物理化学現象を示した。また、 Sugiyamaら (1990)

は、 superlattice反射が Iωこ由来することを突き止め、さらに微小部電子回折に

より、 Iαと Isそれぞれの回折像を得て、 Iαが空間群 P1であり、その中に1本の

分子鎖を含む三斜晶であること、 lαが空間群 P2，であり、その中に2本の分子鎖

を含む単斜品であることを示した (Sugiyamael al， 1991 b) <> la.iJ;結晶化する理由

については、セノレロース分子鎖が結晶化するときに何らかの物理的なストレスを

受けた結果である (stress-induced、以下「ストレス誘発型」という)と考えられ

ており 、いくつかの提案がなされている (Sugiyamaet al， 1990; Sugiyama el al， 

j 991 a; Yamamoto and Horii， 1994; y;釘n創notoel al，1996)。一方、 !sはこのようなス

トレスを受けずに結品化した (stress-free、以下「ストレス解放型Iという)と

考えられている。

この2相 (!日/ls)モデノレを考慮、した場合、樹木のセノレロースはどのように理

解されているのであろうか。 2相(lα/!p)モデルによる天然セノレロースの構造

解析が進むなかで、 樹木木部組織(木材)の*田胞援セルロースについては、 Iαに

富む (Tanahashiel al， 1989)、あるいは Isを主体とする (Wadaet al， 1994; 1995b) 

とする相反する報告があり、 明確な解答は出ていない。 Tanahashiら (1989)は、

国体CP-MASIJC NMRにより、ヒノキ(Chamaecyparisoblusα)とシラカンパ(Betula

pla/iphilla VG/: japonica)につし、て、 Wadaら (1994)は、 8種の針葉樹と 15種の

広葉樹について主として X線回折により分析した。これらの分智子においては、

多層惰造を有する木部組織の細胞壁内部で、セルロースの結晶構造が単一である

とされているが、この前提そのものに疑問が残る。例えば、コットン (Gossipiu/l1

hirsulum)綿毛の細胞壁も多層構造を有するが、一次壁と二次壁でセルロースの

結晶構造が異なるとの報告がある (Chanzyel al， 1978)。セルロースが結晶化す

6 



る際、何らかの物理的ストレスが lα相の形成を引き起こすとの考えに基づけば

(Sugiy紅nael a!， 1990; Sugiyama el a!， 1991 a; Yamamoto and Horii， 1994; Yamamoto el 

a!， 1996)、生体内の物理化学的な環境次第で、結晶化する (lα/Is)の量比は変

化することになる。針葉樹仮道管は表面拡大生長しながら一次壁 (p)を形成し、

細胞寸法が一定化した後に二次壁 (SI.52，S3)を形成する。仮道管の拡大生長は、

細胞軸方向にも 1O~ 15%程度生じるが、放射方向(まさ目面に平行な方向)に

顕著であり、早材の場合、 400%以上にも達すると報告されている (Bailey，1920)。

この閥、セルロース分子は原形質膜のセノレロース合成酵素複合体 (TCs)にて生

合成され (Brownand Monlezinos，1976; Mueller el a!， 1976)、結晶化してミクロブ

ィブリ/レを形成し、細胞壁内表面に堆積すると考えられている(例えば Figトl、

Vian and Reis， 1991)。一次笠形成時には、原形質膜表面が拡大し、細胞E置は引張

ストレスを受けるため(例えば、 Roelofsen，1965)、両者の間隙において結晶化

し、細胞壁を構築するセノレロースには、二次壁形成時とは異なる物理的効果が作

用する可能性がある。しかも結晶化メカニズムの変動は、結品形のみならず、結

晶化度、分子鎖の配向にも影響を与える可能性がある。上記の木材セノレロースに

ついての2説の矛盾を整理し、樹木木部組織の生長過程における細胞壁セルロー

スの結晶化メカニスムに関する知見を得るためには、針葉樹仮道管細胞壁の墜層

別にセルロースの結晶形、結晶化度、分子鎖の配向を解析し、高次構造の変化を

検討する必要がある。



1. 2. 2 針葉樹仮道管細胞壁におけるセルロースミクロフィフリル堆積情造

針葉樹仮道管(以下仮道管と略記)細胞壁の骨格構造は、結晶化したセルロー

スが、セルロースミクロフィプリノレ(以下 CMFと絡記) と呼ばれる幅およそ 2

から 4nmの (後稼ら、 1972;Ooto， 1976)繊維状の結晶性構造体として堆積する

ことにより構築される。 CMFが細胞壁内表面に推積するときの集合状態、配向

変化など 3次元構造 (CMF堆積構造)の形成は、細胞壁骨格構築の最終段階と

して見なすことができる。セノレロースの結晶化による CMFの形成とそれに引き

続く CMFの堆積は、原形質撲と細胞壁内表面の間隙において一連の過程として

進行するため、前者に対する物理化学的な効果があるとすると、後者のようなよ

り高次の構造形成にも影響する可能性がある。前節でも述べたように、仮道管-

(jz壁と二次壁のセノレロースは、物理化学的に呉なる環境下で結晶化して CMFを

形成し、細胞墜に堆積している可能性があるが、 m sllll下における CMF堆積構

造は未だ観察されていない。これは、水分に富む細胞E室内表面を電子顕微鏡で観

察することが極めて困難なためである。従来、仮道管 Cν庄の堆積構造は、主と

して凍結乾燥した細胞壁内表面において観察されてきたが、特に、薄層の一次墜

については、乾燥による変形 ・破壊を受けていた可能性がある。

さらに、従来、 CMFの配向は細胞質内の微小管により全体制御されると考え

られていたため(例えば、 Helperand Plalevitz， 1974; Ounning and I-Iardh畑 、1982)、

上記のような原形質膜と細胞壁の聞における物理化学的な効果はあまり考慮され

なかった。近年、これに対し、植物細胞壁における CルIF配向の規則的な変化を、

セルロースの液晶形成に帰する考え方が支持を集めつつある(例えば、 NeviIJe加 d

Levy. 1984; Roland el a!， 1987、Vianand Reis、1991;Revol el al， 1992)。これは、中間

相のセルロースあるいはセノレロース結晶が、原形質模と細胞墜の簡において、自

発的あるいは{也の多糖類との相互作用によりネマティック配向層を形成し、さら



にその配向層を回転させて細胞壁に堆積するために、カイラルネマティック液晶

類似の CMF配向回転構造(ヘリコイド構造、 Fig.ト2)が形成されるとする考え

方である。ヘリコイド構造は、 CMF堆積時の原形質膜 ・細胞壁間における物理

化学的な環境を反映すると考えられるが (Nevilleand Levy. 1984; Roland， et al， 

1987; Roland， et al，1993)、仮道管についてのへリコイド矯造は十分に解析されて

いない。以上のように、セルロースが結晶化するときの分子レベルでの物理化学

的な効果が、 CMF堆積構造のようなより巨大な構造形成にも影響する可能性が

あるが、 Ins/(u下における 3次元構造が解析できないため、この観点からの研究

はほとんど進められていない。以下に、仮道管細胞壁の CMF堆積徳造に関する

研究史およびその問題点を述べる。

透過型電子顕微鏡 (TEM)により観察される仮道管 CMFの幅は、およそ 2か

ら4nm(後藤ら、 1972;Ooto， 1976)と報告されている。これは、ホロセルロー

ス処理したアカマツ (Pinusdensiflora) CMFについての測定値であり、その大部

分を占める仮道管二次壁の Cルσ幅を示すと考えられる。一次壁の CMF幅とし

ては、ストロープ7 ツ (Pinllsslrobus)の仮道管について、上記と同程度の値に

加え、 2lun以下の値も報告されている (Hannaand Cote， 1974)。一般に、高等植

物一次壁のCMFは幅2nm前後であり 、ラ ミー (Boehmerianivea)のような比較

的幅の広い二次壁CMF(約5nrn、Heyn，1969)に比べ、幅が狭い (CMFの断面

積が小さし、)ことが指摘されているが (Ch紅珂・， 1990)、仮道管については、二次

墜にも幅2nm程度の CN[fが数多く観察されており(後藤ら、 1972;Ooto， 1976)、

一次墜 Cル1Fとあまり差がないともいえる。後藤ら (1972)は、上記のアカマツ

ホロセルロースとポプラ (Populusellramericana)木部繊維ゼラチン層のCMFに

ついて、TEM観察による幅と、 X線回折法において Scherrer式から得られる結

晶幅がほぼ一致することを確かめ、このことから、仮道管のCMFは結晶化した

9 
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セルロースを核にすると結論づけた。Hannaと Cote(1974)は、ストロープマ

ツ仮道管とポプラ (Populussp.)木部繊維の CMFについて、後藤ら (1972) と

同様の結果を得ている。さらに、 Hannaと Cote(1974)は、一次壁 CMFの結晶

性が二次壁よりも低い可能性を指摘したが、このことについては2章で述べるよ

うに、一次壁 CMFの結晶性を過小評価した可能性がある。このように、仮道管

の CMFはセノレロース結晶を核にするといえるが、ここで CMFが単結晶かどう

かの疑問が生じる。海藻パロニア(陥loniamacrophysa)の CルfFについては、

Sugiyamaら (1985)が、すでに電子顕微鏡により結晶格子像を得て、 CMF横断

面の全域に格子の乱れがなく、一つの結晶て、あることを示している。一方、仮道

管の CMF幅は、パロニア(約 20nm)に比べて狭く、回折パターンに結晶表層

(準結品?)の情報が大きく寄与するため、 CMF結晶相そのものの情報を得に

くいと考えられる (Chanzy，1990)。例えば、 Ooto(1976)は、上記のアカマツと

ポプラの CtvfFについて、酸処理前後の幅、有効径の異なる電子染色斉IJを用いた

時の幅を比較し、結晶の周りに準結晶 (Frey-WyssLing，1954) ともいえる領域が

存在すると報告している。一方、 CMFの長さについては、仮道管の CドEに限ら

ず測定が困難であるが、駿あるいは酵素処還された CルE の形状、電子染色性な

どから、 CMFの長さ方向には、分子鎖配列が幾分乱れた領域が存在すると考え

られている (Preston，1952; Cowdrey釦 dPreston， 1965; Muh1etha1er， 1969; Chanzy， 

1990)。さらに、前節で述べた 2栢(1α/Ip)モデルの出現以来、 CMFの幡、長

さ方向についての不均一性は、Ctv【F中における Iαと Isの局在に関わる問題であ

るとも考えられている (Sugiyama，1991 b; Hack.ney el al， 1994;和田、 1997;Hayashi 

el al， 1998a; Hayashi el al， 1998b)。

次に、結晶化したセノレロースを核とする CMFがどのように細胞壁を構築する

のであろうか。仮道管細胞壁内における CMFの配向に関する研究史は深く、初

11 
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期の特筆すべき研究は、 KerrとBailey(1934)による偏光顕微鏡観察である。彼

らは細胞墜償断面をクロスニコル下で観察し、 CMFの配向の遠いが、複屈折性

の違いとして現れたことから、一次壁および細胞間層、二次壁外層 (SI)、二次

壁中層 (S2)、二次壁内層 (S3) を区分し (Fig.1-3)、81，82.83における CMFの

配向が、それぞれ仮道管軸に対して垂直方向、勅方向、垂直方向であることを示

した。その後、一次壁は、細胞が表面拡大生長を続ける間に形成される細胞壁層

であり、二次監 SI，S2， S3は細胞寸法が一定化した後、細胞壁の内表面に堆積す

る壁層であると理解されている(例えば、 Panshin釦 ddeZeeuw， 1980)。仮道管の

拡大成長は、細胞軸方向にも 1O~ 15%程度生じるが、放射方向 (まさ目面に平

行な方向)に顕著であり、早材の場合、 400%以上にも達すると報告されている

(Bailey， 1920) 0 Kerrと Bailey( 1934)による墜層区分の後、電子顕微鏡を中心

とする研究が進展し、壁層の骨格構造が CMFにより構築されることが判明した

(原因ら、 1951;Wardrop， 1957; Wむdropand Daswell， 1957;原因ら、 1958)。以来、

現在に至るまで、細胞墜における CMFの配向、堆積構造を観察する手法は、電

子顕微鏡技術の進歩とともに発展してきたのである。手法を分類すると、①レ

プリカ法一透過型電子顕微鏡 (TEM)観察、あるいは走査型電子顕微鏡 (SEM)

観察により細胞壁の形成表面、あるいは裂開面に現れた CMFを観察する方法、

②細胞壁の績断超薄切片を傾斜させて TEM観察し、いわゆるヘリコイドパター

ン(バクシェイプパターン、カイラノレヘリックスともいう)から CMF配向の変

化を解析する方法、③細胞登の横断超薄切片を傾斜させずに TEM観察し、細胞

壁の層機造を解析する方法の3つに分けられる。それぞれの手法には一長一短あ

る。例えば、 細胞~形成表面において CMF が堆積する構造を詳細に観察するに

は、①の表面観察が適しており、 CMF配向の変化を、 ヘリコイドパターンから

すばやく解析するには、②の傾斜超簿切片観察が適している。数多くの研究の結
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果、 CMFがどのように仮道管細胞壁の骨格精進を形成するかについて、いくつ

かのモテソレが提案されてきた (Wardropand Daswell， 1957;原田ら、 1958;Liese， 

1960; w，訂drop，1964; Wardrop飢 dHarada， 1965; Dunning， 1968; D山ming，1969;今村

ら、 1972a;今村ら、 1972b;ScaJlan. 1974; Kerr and Goring， 1975; Hirakawa制 dIshida. 

1981;原因、 1984;Harada and Cote， 1985; Roland et al， 1987; Abe et al， 1991，佐伯、

1996) 0 Fig. 1-3に、原因 (1984)のモデルを示す。このように研究は進められて

きているが、以下に述べるように、現在においてもなお未解明の点、問題点は残

されている。

仮道管一次壁における CMFの配向は、かつてはランダムあるいは曲線的な網

目状であると理解されていた (Wardrop，1958; W，紅drop，1964; Wardrop and Harada， 

1965;今村ら、 1972a)。これら初期の報告は、一次墜に堆積した CMFが、細胞

の拡大生長に伴う延伸力によって再配向させられるという点で一致し、マノレテイ

ネット成長説 (Roelofse口組dHouwi欣， 1953; Roelofsen， 1958; Roelofsen， 1965) を

支持するものであったが、 CMFが堆積するとき、仮道管事由に対してどの方向に

配向するかという点では見解が異なっていた。Wardrop(1964)は、ラジアータ

マツ (Pi叩 sradiata)についての研究結果 (Wardrop，1958)から、 CMFが一次援

に雄積するとき、その配向はラングムであるものの仮道管軸に対して垂直方向に

配向する傾向があること、さらに堆積した後は、仮道管の拡大によって配向のラ

ンダム化が進むことを指摘した。一方、アカマツ (Pimusdensiflora)仮道管一次

墜を観察した今村ら (1972a)は、 CMF堆積時の配向がランダムであることは認

めたが、鉱大生長の初期においては仮道管軸方向に、拡大生長の後半期には斡垂

直方向に堆積する傾向があるとした。その後、広葉樹柔細胞の一次墜についての

観察結果 (Itoh，1975a; Itoh， 1975b;稼井、 1981)を考慮してこれらのモデノレは変

更され、仮道管についての観察による裏付けがないまま、新たに平行で直線的な

!3 
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CMF配向が提示された (Fig.1-3，原因、 1984;Harada and Cote. 1985)。これは、

藤井 (1981)が、チリメンドロ (Populuskoreana)柔細胞の一次壁について提案

したモデルに基づ‘いている。このモデノレでは、①比較的平行な CMF配列がご

く薄い層(ラメラ)を形成して細胞壁内表面に堆積する、②このとき CMF配

向は、細胞軸方向に対し約 45度右回りあるいは左回りに傾斜して堆積する、③ラ

メラが積み重なる時には、右回りと左回りの傾斜が交互に重なり交差構造を成す、

@古いラメラほど細胞の拡大生長方向に伸展されて CMF配向が拡大方向に傾

くが、 CMFの平行性は維持される。また、ラメラが特定の角度で堆積する点は

オーダードフィブリル説 (Rolandel al， 1975)を、細胞の拡大に伴う延伸力によ

って再配向させられる点ではマノレテイネット成長説(例えば、 Roelofsen，1965) 

を考慮している。しかし最近、 トド7 ツ (Abiessachalinensis)仮道管の一次壁を

8EM観察した Abeら (1995a;1997)は、上記の今村ら (1972a)と同様の結果を

得ており、平行で直線的な CMF配向を認めるには至っていなし、。以上のように、

一次壁 crvσ が、仮道管の拡大による延伸力を受けて再配向する点では研究者の

見解が一致するものの、堆積する時点での配向方向、状態については一致してい

ない。一次壁の CMF地積構造に関するこれらの問題は、一次壁がきわめて薄く、

電子顕微鏡観察の試料作成時に乾燥による変形 ・破壊を受けやすいことが原因で

あると考えられる。詳細な検討のためには、乾燥履歴のない試料を観察する工夫

が必要である。言い換えると、 CMFの堆積構造を InSIIUで観察する必要がある。

これに対し、仮道管二次墜の CMFに関しては、以下の点において多くの研究

者の見解が一致している。これは、二次墜が一次壁よりも厚く頑強なため、試料

作成時の乾燥による変形 ・破擦を受けにくいためであると考えられる。①比較

的平行な CMF~è.~IJから成るラメラが積み重なって細胞墜を構築すること、② 81

と め においては、ラメラが交差する構造が観察されやすいこと、@52におけ
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るCMFは平行性高く配向していること、 @ 81とS2および S2とS3の聞には、

移行層(それぞれ S12，S23)が存在し、 CMF配向が変化してラメラが交差僻造を

なすことである。 しかし、 SIから S3まで、 CMFの配向がどの方向に変化するの

かは明らかでない。近年、 Abeら(1991; 1992)は、 トド7 ツ仮道管細胞壁の形

成表面を観察し、原因のモデル (Fig.1-3，原因、 1984;Harada and Cote， 1985)と

問機、 SIからむまでは内こうから見て時計四り、 82から S3までは反時計回り

であるとしたが、Rolandら(1987) は、傾斜超薄切片の観察結果をもとに、 SI

から む まで一方向のみに CMFが回転するモデルを提示している。さらに、従来

の報告では、二次壁 CMFの配向変化を定量的に解析していないため、 CルEがど

のような規則性をもって配向を変化させ、ラメラを積み重ねるのかが明らかでな

い。これは、細胞壁内表面の観察において、3次元的なラメラの積み重なりを解

析するのが困難であること、また、傾斜超薄切片ーTEM '1:去を用いても、仮道管の

移行層 (512，523) が薄いため、配向変化パターンの解析が困難となることなど

が理由である。しかし、以下に述べるように、 CMF配向変化の規則性は、 CMF

堆積時の物理化学的環境を反映する可能性があり、これを定量的に解析する必要

がある。近年、植物細胞壁における CJ¥，仔 配向制御について、微小管による生体

制御(例えば、 Helperand Plalevitz‘1974; Gunning and Hardbarn， 1982)だけではな

く、セルロース分子あるいはセノレロース結晶自らのカイラノレネマティック(中間

相)構造形成機能により、物理化学的に制御されるとの考え方が示されている(例

えば、 Nevil1eand Levy. 1984; Roland el al， 1993; Revol el al， 1992)。これは、各種

植物の表皮細胞、厚角細胞、スクレレイド、道管要素などの細胞墜に、カイラノレ

ネ7 ティック液晶類似の規則的な CMF配向回転構造(ヘリコイド構造、 Fig.I-2)

が存在するからである(例えば、Kishiel al， 1979; Nanko el al， 1978; Neville and Levy. 

1984; Roland el 01， 1987; Vian and Reis司 1991;Roland et al， 1993)。へリコイド構造は、
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ほぽ同時期に形成された CMFが、比較的平行に並んて‘ネマティ ック液晶類似の

ラメラ構造を形成し、それが細胞墜に積み重なるときに一定の角度で回転した構

造ではなし、かと考えられている。当初は、セノレロース誘導体の液晶構造をモデル

とし、セルロース骨格に他の多糖類が側鎖となって機能するために、液晶類似の

構造が形成されると考えられていた (Vianand Reis， 1991)。その後、セルロース

分子のみならず、セノレロース微結晶自身がカイラノレネマティック液晶類似の中間

相構造を形成できることが明らかとなっている (Revolel 01. 1992)。ヘリコイド

構造は一般に、二次壁形成時においては安定であるものの、細胞の拡大生長中に

形成される場合には、短命であるかあるいは不均一な形状となることから物理的

ストレスには弱し、と考えられる (NeviJleand Levy， 1984; Roland elol. 1987; Roland 

elol， 1993)。このようにヘリコイド構造は、 CMFが堆積するときの物理化学的な

効果を反映すると考えられるが、仮道管についてはその存在が明らかでない。

Rolandと Mosiniak:(1983)は、シナノキ (Tiliop/atyphyllos)木部繊維二次壁の

傾斜超薄切片に、不完全ながらヘリコイドパターンを観察したとして、同様の細

胞壁構造を有する針葉樹仮道管の移行層 (S12， S23) にもへリコイド構造が存在

すると考えた (Rolandel 0/. 1987)。しかし、移行層 (SI2，S23)が極めて薄いた

め、彼らが得たパターンは不完全な「セミヘリコイド (Nevilleand Levy. 1984) J 

であり、 C恥1Fの配向変化とその規則性の解釈に疑問が残る。このように、仮道

管二次壁における CMF配向の変化が、カイラノレネマティック液晶形成を示唆す

るほど規則的なへリコイド構造であるのか否かは依然として不明である。このよ

うな状況において、二次壁 CMF配向の回転角度 ・方向を定量的に明らかにする

ことは、さらに C恥E が堆積するときの物理化学的な環境を推定する手がかりに

もなるのである。

各壁層別の研究における問題点を述べてきたが、両壁に共通する問題は、 Cルσ
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堆積憐造の 3~元的な解析が不十分なことである。一般に電子顕微鏡による細胞

壁内表面の観察においては、 cνσ の~è向方向など表面に広がる構造は観察しや

すいが、表面に対して垂直方向(高さ)の解析が困難である。例えば、ラメラは、

比較的同時期に堆積された Cルσ群が、同一方向に配列して簿層を形成したもの

であり、これが積み重なって細胞壁骨格を構築すると理解されているが、その厚

さは明らかでなく、暫定的に 1;本のミクロフィブリノレ幅と間程度の厚さ(数 nm)

であるとされている(今村ら、 1972;Scallan， 1974; Kerr and Goring， 1975; Hi叫(awa

副ldIshida. 1981)。さらに、二次壁内表面(形成面)において CMF群が凝集し、

東状となる様子がしばしば観察されているが (Liese，1963; Abe el a!， 1991; Abe el 

a!， 1992)、3次元的な構造解析はなされていなし、。また、二次壁のラメラについ

ては、 CMFが密に配列するため隙聞のない薄層として積み重なるとする説と(今

村ら、 1972b;ScaJlan， 1974)、CMFの凝集などにより、ラメラ中に隙間が生ずる

とする説 (Keπ飢 dGoring， 1975; Abe el al， 1991)があり、意見が分かれている。

CMFのラメラ形成、凝集などの堆積構造は、細胞壁構造の基本単位であり、し

かもセルロースが自己集合・凝集するときに、どのような物理化学的効果を受け

たのかを反映している可能性がある。したがって、 CMF堆積構造を、可能な限

りInSlluに近い条件で3次元的に解析する必要がある。
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1. 3. 本研究の目的

針葉樹仮道管の細胞壁の基本骨格をなすものはセルロースミクロフィブリル

(CMF) の堆積構造であり、さらにその構造の骨格は、セルロースの高次構造

に依存する。セルロースは、原形質膜と細胞壁の間隙において結晶化し、 CMF

を形成して細胞壁に堆積するからである。本研究では、 CMFを構成するセルロ

ースの高次構造と CMFの堆積構造を、仮道管一次星まと二次壁各壁層の形成段階

順に解析し、これらの構造形成に変化をもたらすメカニズムを探求する。

2章においては、細胞壁形成過程におけるセルロース高次構造の変化を解析す

るため、一次壁形成段階と二次壁形成の3段階を区分し、セルロースの結晶形、

結晶化度、分子鎖配向の変化を顕微 FT-IRにより解析した。さらに、その変化か

ら一次墜と二次壁における CMF形成のメカニズムを提案した。

3主主では、前章で示された一次壁から二次壁へのセルロース結晶形の変化を確

認するため X線回折i法を用いた。

4 主主では 、 一次~から二次壁への CMF 堆積構造の変化を原子関力顕微鏡

(AFM)解析するとともに、前章までの高次構造変化との関連を検討し、 C}，σ

の形成から細胞皇室への堆積までのメカニズムを推定した。なお、 AFM解析を可

能な限り insilu下とするために、未乾燥の細胞墜 CMFを水中で観察した。

5章では、前主主で示された二次壁における Cルσの配向変化に注目し、透過型

電子顕微鏡 (TEM)を用いて定量的に解析した。さらに、配向変化の規則性か

ら仮道管二次壁の壁層構造が形成されるメカニズムを推定した。

6 章では、 2~ 5 章までの結果のまとめとして、針葉樹仮道管一次壁と二次笠

それぞれにおける細胞壁骨格の構築メカニズムを再度検討し、植物細胞壁構築メ

カニズム解明の基盤となるような一つのモテIレを提示した。
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第2章 顕微FT-IR分光法によるセノレロース高次構造の解析

2. 1. 緒言

VanderHartと Atalla(1984)、Atallaと VanderHart(1984)は、数種の天然セ

/レロースを固体 CP-MA8"C NMRにより解析し、天然セノレロースが IαとIsの2

つの結品相からなる複合結晶であることを示した。序論でも述べたように、 Iα相

の結晶化は、分子鎖に作用する何らかの物理的ストレスが引き起こすストレス誘

発型 (stress-induced)であるとされる一方、 Is相はこのようなストレスを受けず

に結晶化するストレス解放型 (stress-free)と考られているため (8ugiyarnae/ a!， 

1990; 8ugiyama e/ a!， 1991a; yi紅n創notoand Horii， 1994; Yam釘notoel a!，1996)、この

考えに基づけば、生体内の物理化学的な環境次第で、セノレロースの結品化は lα

にも Isにも進行することになる。針葉樹仮道管のセノレロースの結晶化を考えた

場合、細胞が拡大生長しながら一次壁 (p) を形成する時期と、拡大終了後の二

次壁 (81，82， 53)形成時とでは、細胞表面におけるセノレロース結晶化のメカニス.

ムが一様であるとは限らなし、。 しかも結晶化メカニスムの変動は、結晶形のみな

らず、結晶化度、分子鎖の配向にも影響を与える可能性がある。このように考え

ると、一次壁形成時と二次壁形成時を区別してセルロースの高次情造を研究する

必要性が生じてくる。

しかし、これまでのセルロース結晶の構造研究において、仮道管細胞壁の援層

を区別した例はまれであり (Preston，1952; Hanna and Cote， 1974)、特に、 2相 (1α

/Is)モテ、ノレに基づくものは皆無である。この理由として、 X 線回折、 NMR分

析に必要な量の試料を、壁層を区分して集めるのが困難なこと、電子回折におい

ては、海層で密度の低い一次壁が、電子線による損傷を受けやすいこと等があげ

られる。本章においては、まず、細胞壁形成の出発点として、セルロースの結晶
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化をとりあげる。上記のように仮道管の一次壁 ・二次壁においては、それぞれ結

晶化のメカニズムが異なる可能性があり、その場合、細胞壁層別にセルロースの

結晶形が変化することになる。しかも結晶化メカニズムの変動は、結晶形のみ比

らず、結晶化度、分子鎖の配向にも影響を与える可能性がある。そこで、試料に

損傷を与えず、微量測定の可能な顕微FT-lRを用いた。これにより、これまでの

手法の問題点を克服するとともに、個々の仮道管を分別できるため、木材を切片

化して分化中(細胞壁形成中)の仮道管を選び、細胞壁が形成される段階別に解

析することも同時に可能となった。細胞皇室形成段階別のセノレロース高次構造の解

析としては、結晶形、結晶化度、分子鎖の配向の変化に着目した。得られた結果

から、仮道管セノレロースの結晶化メカニズムを推定した。
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2 2 実験

2. 2. 1 試料

早材を形成中の 30年生および28年生のヒノキ (Chamaecyparisobtωa Endl.) 

および35年生のスギ (Cryptomeriajaponica D. Don)から形成層帯を含む木部分

化帯のまさ目切片を得て供試試料とした。ヒノキは、1995年 5月29日、関東林

木育種センター(水戸市)において、スギは、 1994年 5月30目、つくば市内で採

取した。これらの地域における形成層活動の最盛期は 5月上旬までであるが、最

盛期においては分化中の細胞数が極端に多いため、分化帯から得た切片が軟弱で

あり、その取り扱いが困難となる。そこで、形成層活動がやや衰える上記の時期

に試料を採取した。 Fig.2-laに示すように、樹幹胸高部位から樹皮、形成層、木

部分化帯および成熟木部を含む小ブロックを切り出し、ただちに 3%グノレタノレア

ルデヒド (1115M !)ン酸緩衝液、 pH6.8)で固定して、細胞の生命活動をすみや

かに停止させ、このブロックから、凍結ミクロトームを用いて厚さ 30μmのま

さ目切片を得た。木部分化帯のまさ目切片には、細胞壁形成中の仮道管が生長の

段階順に並ぶことになるので、細胞壁形成の段階別に FT-IRによる構成セルロー

スの分析が可能となる (Fig.2-2)。

まさ目切片の仮道管セノレロースの精製は、まず植物細胞皇室の一次墜に適用され

る Chanzyら (1979)の方法に従い、さらに木化した二次墜を有する細胞壁に適

用される Wadaら (1994)の方法に従った。なお、試料固定の際に用いたグ/レタ

ノレアルデヒドはタンパク質と結合するが (Robards，1970)、下記のように非セノレ

ロース成分は除去されており、精製処理に影響はないと考えられる。また、グル

タノレアルデヒドの一部がセノレロースと結合する可能性については、固定処理を省

略した試料と比較し、精製後のJRスペクトノレに差異が認められなかったことか
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③ Radial section for 
FT-IR 

Sectioning of 
developing cell walls 

Mature xylem 

Differentiating xylem 

Cambial zone 

Phloem 
Wood trunk 

Figure 2・1Schematic showiog of sampl巴preparationfor FT-IR and X-ray 
measurements in order to examine the crystalline cellulose from eacb 
developm巴ntalstage of coniferous tracheid cell wall formation 

Lege目d:P: the primary cell wall formation accompanied by cellular 

expanding growth in the radial direction; S 1， S2 and S3・depositionof the 
outer， middle and inner layers of the secondary wall onto the pre-formed 
wall. 
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trach 巴引ids[i仕romη l山hecar日mbia剖Izon 巴tωo malure xylem is displayed. Th 巴primary 
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expansion. the ouler (S 1). middle (S2) and ilmer (S3) layers of the secondary 

wall were successively deposited onto the inner surface of th巴pre-formed

wall 

Nole: The region outlined in while shows the area analyzed using lhe 

microscopic FT-IR allachment. 
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ら、以下のスペクトノレ角科庁にあたっては無視できると考えられる。まず、まさ自

切片をクロロホノレムーエタノーノレ (1 1 (VN))中で 24時間、さらにアセト

ン中で 24時間、それぞれ室温で抽出処理した(脂質等の抽出)。ついで 900C熱

水中に 6時間(一部糖類など温水可溶成分の抽出)、 0.5%シュウ酸アンモニウム

溶液に 70"Cで 6時間(ペクチンの抽出)浸せきした後、 0.3%ラウリノレ硫酸ナト

リウム溶液lこ室温で 12時間(タンパク質の抽出)、 50%尿素溶液に室温で 12時

間(脂質、炭化水素等の抽出)浸せきした。さらに、 pH4.9の酢酸緩衝液で緩衝

した 0.3%亜塩素酸ナトリウム溶液により 80"Cで2時間(リ グニンの抽出)、 5%

水酸化カリウム溶液により室温で一夜(へミセルロースの抽出)処理する操作を

6回以上繰り返した。上記の処理はすべて、切片を溶液中で極めてゆるやかに振

とうすることにより実施し、それぞれの処理後には、常に切片を蒸留7kで洗浄し

た。以上のセノレロース精製処理は、 IRスペクトノレ上でセルロース以外の成分に

帰属される吸収が、 10.、 Isタイプの標準物質であるパロニア (均loniaventricosa)、

ホヤ (Halocynthiarorelzi)の微結晶 (2.5N 塩酸により処理)の場合以下になる

まで繰り返した (Fig.2-4、33ページ参照)。この際、特に注目した非セルロース

成分の LR吸収は、①1800-1500cm'l、②1270ー1250cm.1、③900-800cm'l付近の吸

収である (Liang，1972; Faix， 1991; Sene el al， 1994)。①には、ペクチン、へミセ

ルロースなどのエステノレ基あるいはcooの吸収 (1750，1600 cm'l ft.ど)、リグニ

ンなど芳香族成分のc=cの吸収 (1600，1500cm苧!などにタンパク質のCN、NH

の吸収 (1650，1550 cm'lなど)が含まれる。②には、ペクチン、ヘミセルロース

などのエステノレ基あるいはリグニンなど芳香族成分のC=oによる吸収、③には、

ペクチン、へミセルロースのグルコシド結合あるいはリグニンなど芳香族成分の

CHによる吸収が含まれる。セルロースの精製過程において、これらの非セルロ

ース成分による IR吸収がほぼ消失し、セルロース Iに帰属される吸収バンドが
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明確化したこと、さらに精製の最終段階では、処理を繰り返しでもスベク トルパ

ターンが変化しなかったことから、ほとんどの非セルロース成分が除去されたと

考えられる。Chan勾ら (1979)は、同機の方法で精製したノくラ (Rosaglauca) 

培養細胞の一次壁を糖分析し、その 96%以上がグルコースであることを健かめ

ている。なお、以上の精製処理中に、ほとんどの切片が繊維化した。以下の測定

に用いたのは、切片の形状、すなわち仮道管配91Jをかろうじて保った切片である。

精製した切片は、第三ブチルアJレコールにより凍結乾燥し、デシケータに保存し、

顕微 FT-IR分析に供した。さらに TR分析の後、切片を走査型電子顕微鏡(白金

一ノ4ラジウム蒸着、電子線加速 10KV)により観察し、 IR分析された細胞壁の形

成段階を特定した。

2. 2. 2. 壁層を区分した顕微 FT-IR分光法

木部分化帯のまさ目切片には細胞墜形成中の仮道管が生長の段階順に並ぶので、

顕微装置を備えた FT-IRにより細胞壁の形成段階別に測定した (Fig.2-1心。FT-IR

分光分析器と顕微装置の組合せは、 NicoletMagna 550とNicoletNic Plan、あるい

はPerkin-Elmer8peclrum 2000とPerkin-ElmerAutoimage systemを用いたロ後者の

組合せは、パーキンエノレマージャパン(株)の好意により借用した。使用顕微装

置の試料台に精製したまさ目切片を置き、 lR光の透過面積を、仮道管軸方向 300

μrn X 仮道管放射方向 50μm(Nicolet)、あるいは同 200μmX 25μrn (Perk:in-

E凶er)に絞り、 Figs.2-1 a， 2-2のように IR光を透過させた。さらに試料の位置を

移動することにより、細胞壁形成の各段階ごと (p，p + S 1， P + S 1 + S2， P + S 1 + S2 + 

83)にセルロースの IRスペクトノレを得た。なお、まさ目切片上では、形成層付

近 (Fig.2-2における ωlbia1zoneのほぼ中央、以下の図中では、 bound釘ybetween 

xylem and phl.oemとした)から離れるほど細胞壁の形成が進むことになる。一次
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壁 (p)については、仮道管の拡大生長の時期を区分せず、幅の狭い比較的若い

仮道管 (Fig.2-2の cambialzoneに近い部分)と幅が広がりつつある拡大後半期

の仮道管 (Fig.2-2の P中央付近)を合わせた領域からスペクトノレを得た。拡大

生長の段階を区分するには IR透過面積をさらに絞る必要があるが、この場合、

スペク 卜ル強度が弱く、再現性のある結果が得られなかったからである。例外と

して、結晶化度解析に用いた切片については一次壁形成中の細胞数が多かったた

め、最も形成層よりの測定点で得たスペクト/レには、拡大初期の仮道管の寄与が

大きいと考えられる。Nicoletによる lR解析には、波数領域4000-600cm-IのMCT

検出器を用い、分解能 4cm'l、積算 64回の条件で測定した。Perkin-Elmerにつ

いては、波数領域 4000-400cm.1の MCT検出器を用い、分解能 2cm-I、積算 32

回の条件とした。以下に述べる解析には、主として Nicol討 を用いたが、結晶組

成の定量解析には Perkio-Elmerを用いた。Perkin-Elmerの低波数側の測定限界(400

cm-
L
) が、解析に用いた吸収バンドの波数 (750、710cm-L) から離れており 、よ

り感度の高い測定が可能となったと考えられる。なお、以下の解析に使用したの

は、ベースラインの吸光度が 0.30から 0.022(透過率 50から 95%)のスペク

トノレである。あらかじめ IR透過厚の異なるパロニアセルロース (2.5N .l;li;酸処

理)フィルムを作成して分析し、この吸光度域のスペク トノレであれば、試料の厚

さが以下の解析に影響しないことを確認した。また、 偏光LRによる解析を除き、

IRスベクトルの強度が 1050cm-I (CO伸縮)で一定となるように標準化した。

2. 2. 3.結晶形の解析

セルロース Icr.として帰属される lR吸収バンドは 3240と750cm一I Isについ

ては 3270と710cm-Iに現れる (Sugiyamae/ al， 1991a)。まず、 750及び710cm-I 

の吸収バンドに注白し、仮道管細胞笠の形成に伴う変化を検討した。この付近の
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吸収は、 CH2の変角振動によると考えられているが (Liangand MarchessauJt， 1959b、

Blackwell et al， 1970)、振動様式の詳細は未だ明らかでないとする意見もある

CSugiyama et al目 1991a)。一方、OHの伸縮振動に帰属される 3240(Iα)と3270cm-I 

(Is)の吸収バンドについては、非結晶領域の OHによる吸収 (Liangand 

Marchessaull， 1959a)と重なり不明瞭となるため、非結晶領域の OH を重水素化

して結晶領域の吸収を顕在化した後、スベクトノレを二次微分して、吸収バンドの

存在を検討した。重水素化にあたっては、重水 (20ml)の入った容器とまさ目

切片を、ベノレジャー (3000ml)中で約 30分間減圧した後、そのまま 2日間静置

した。

さらに、 Iα/IJlの組成比の変化を定量的に解析するため、 750及び 710cm-Iの

吸収をガウス関数により波形分離し (Yamamoloel al， 1996; Kondo， 1997)、それ

ぞれのバンド面積から Jo.の分率を求め、その変化を検討した。通常、Iαの分率

は、固体CP-MAS13C NMRスペクトルのシグナノレをピーク分離し、 Iαと[Jl成分

を求めることにより計算されるが、以下のように IRスベクトルから 10.分率の指

標 (index) を求め、 NMR法による I且分率に換算することができるロYam町 010

ら (1996) によると、 lR法による Iα分率の指標 (flR)は、 750cm-
I (1α)にお

ける IR吸収バンドの面積 (A750)と、 710cm-
I (Is)におけるバンド面積 (A710)

から以下のように計算される。

f[R = A750 I (A750 + A710) 

rR吸光係数が吸収バンドごとに異なるため、指標 (fIR)の値そのものが [0.分率

を表わすわけではないが、 NMR法による 10.分率 (fNMR)とは次の相関がある

ことから、 (fNMR) を推定することが可能となる。

らJMR= 2_55 X fIR - 0.32 
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Yam四 otoら (1996)は、バロニアおよびホヤセルロースについて、 fNMRと fIR

の良好な相関を確かめているが、バクテリア (Acelobacler砂lium)セJレロースの

場合、 Iα分率 (fNMR)に換算する際に、数%の誤差が生じることを示している。

なお、下記の結晶化度解析において、バロニアとコットンセルロースの結晶性を

低下させたとき、 750および710cm-I付近の吸収強度が一様に減少し、その比に

変化がなかったことから、これらの吸収バンドが結晶相によるものであること、

以上の Iα/r日組成解析が、非結晶領域の影響を受けないことを確かめた。

2_ 2_ 4_結晶化度の解析

NelsonとO'Connor(1964b)に従い、 IR法によるセノレロースの結晶化度 (CIIR)

を、 1427cm-
Iの吸収強度 (11427) と895crn-Iの吸収強度 (1895)から次のよう

に求め、仮道管細胞壁の形成にともなう変化を検討した。ここで吸収強度とは、

スペクトノレに引し、た補助線からのピーク高さである。

CIIR = 11427/1895 

1427と895cm-Iの吸収バンドはそれぞれ、セルロースの C6位における CH2の

菌内はさみ変角振動と Cl位の CH変角振動 (Liang組 dMarchessault， 1959b; 

BlackwelJ et al， 1970)に帰属されている。1427cm-Iの吸収は、 C6位 OHにおけ

る水素結合の状態を反映すると考えられ、ミノレ処理等で、セノレロースの結晶性を低

下させたとき、その強度が弱まるとともにピーク幅が広がる (Nelsonand O'Connor， 

1964a)。一方、 895crn-Iの吸収は、。グルコシド結合まわりの回転運動性を反事長

すると考えられ、その強度は結晶性の低下とともに高まる (NeJsonand O'Connor， 

I 964a)。このため、両者の強度比である C1IRは、セノレロースの結晶性が高いほ

ど大きくなる。 ClrRの値そのものが結晶領域量を表すわけではないが、 X 線法

29 



唱・ーー一-

による結晶化度との聞に相関があるため、換算することができる。 Nelsonと

O'Connor (1964b)は、 Is相を主体とするコットンセルロースについて lR、X縁

商法による結晶化度の相関そ求めたが、本研究ではコットン(東洋1懐紙 Cellulose

Powder Cを5%KOHにより精製)に加えて Iα相に富むノ〈ロニアセノレロース (2.5

N塩酸により精製)も標準試料とし、ロッドミノレ処理により結晶化度を変化在せ、

X線法と IRt去による結晶化度の相関を求めた。 X線法による結晶化度の測定に

は、日本電子 (JEOL)IDE-8200を用い、約 50mgの試料を圧締 (200kg!cm1) 

して円盤状とし、電圧 50kV、電流 120mAの条件で反射法により得た回折曲線

について、 KnolleとJayme(1965)の方法に従い、 28=10から 18.5度と 18.5か

ら 30度の問に補助線を引き、結晶性と非結晶性の散乱を分離して、その面積比

から結晶化度を計算した。

2. 2. 5 分子鎖配向の解析

仮道管細胞壁におけるセノレロース分子の配向方向と配向の程度(配向度)を解

析するために偏光 IRを用い、細胞壁の形成にともなう変化を検討した。セルロ

ース分子鎖方向に比較的平行な c-O-c伸縮振動に帰属される 1160cm-1の吸収バ

ンド (Liangand Marchessault， 1959b)に着目し、偏光 IRの方向を仮道管車由方向

(00)から軸垂直方向 (900) まで 10度ごとに回転させ、一次壁形成中の仮道管

(P)と同一切片上の二次墜を完成した仮道管 (p+ S 1 + S2 + S3)について吸収

強度(ベースラインからの高さ)の変化を比較・検討した。なお、 Pのスペクト

Jレ強度は P+ Sl + S2 + S3よりも弱く、そのままでは比較が困難であったため、 p

についての最低強度(偏光0。のとき)が、 P+ SI + S2 + S3についての最低強度(偏

光 90。のとき)と等しくなるよう、 Pのスペクトノレ強度にはすべて一定の比率を

乗じた。
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2. 3 結果

2. 3. 1.セルロース結品形の変化

スギ、ヒノキの仮道管細胞墜の形成段階別に得たセルロースの IRスペクト/レ

を Fig.2-3に示す。いずれの場合においても、 !a(こ特異的な 750cm.1の吸収バン

ドは、細胞壁形成初期の一次壁のみからなる仮道管のセルロース (p)に現れた。

そしてこの吸収バンドは、その後の二次墜の堆積につれて (P+ SI→ P+SI +S2 

→ P + S I + S2 + S3) 見かけ上減少した。 Fi呂2-4に示すよ うに、一次壁セJレロー

スの 750cm'lにおける吸収ノくンドは、セルロースが精製されるほど明確に現れて

おり、非セノレロース成分による吸収でないことが確認できる。一方、 Isに特異的

な710cm.1の吸収バンドは、一次壁形成時において明瞭ではないが、二次壁の堆

積後にはショルグーとしてはっきりと認められた。さらに重水素化した試料につ

いても、一次壁セルロースの二次微分スペクトル (Fig.2-5)のみに !aに特異的

な 3240cm'lの吸収バンドが認められ、三次壁堆積後には、ほとんど認められな

かった。これらの結果から、一次壁セルロースは二次墜セノレロースよりも Iαに

富むといえる。 Chanzyら (1978;1979)は、コットン (Gossipiumsp.)あるいは

パラ (Rosaglauca)培養細胞の一次壁について、セノレロース VIの存在を報告し

ているが、本章において、スギ、ヒノキから得た lRスペクトノレはいずれもセル

ロース!の特徴 (Hayashiel al. 1987)を示した。さらに、筆者らが調製したセノレ

ロース VI(lsogai el al， 1989)のスペクトノレには、750cm.1の吸収はなく、スギ、

ヒノキ仮道管セルロースのスペクト/レとは異なっていた。このことからも、本研

究結果がセルロース vlの存在によるものではないことは明らかである。

以上の結果から、スギ、ヒノキ仮道管の一次壁から二次壁へ、 Iαが減少するこ

とが示された。そこで、 Ia/Isの組成比の変化を定量的に解析するため、 Fig.2-6
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Figure 2-3 FT-IR spec甘aof cellulose in the region from 1000 to 650 cm-I 

企omdeveloping Cryptomeria japonica (Japanese cedar) and Chamaecyparis 
obtusa (Japanes巴cypress)tracheid walls composed ofP， P + SI， P + 81 + 82 
and P + S 1 + 82 + S3， compared with standard spectra of cellulose rich in th巴
Iα (Valonia venfricosa) and pure Ip (Halocynlhia roretzi) allomorpl1s.IR 

absorption bands at 750 cm-I and at 710 cm-I are characteristic for 【heIa and 

Ip forms of cellulose， respectively. 

Legeod: P， SI， S2 and S3: see abbreviations in F出Jre2・]
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Figure 2・4 Decreases of the 1R bands due to non-cellulosic contaminants 
during sample purification process (仕omthe top to th巴bo性om)in the spectra 

for the prim町 wallceJlulose of Chamaecyparis obt附(Japanesecypress) 
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Figure 2-5 Changes in FT-IR spectra for deuterated cellulose in the region 
from 3400 to 2800 cm-I (a) and their second derivatives (b) from 

Chamaecyparis obtusa (Japanese cypress) tracbeid walls composed of P and 

P + S 1 + S2 + S3， compared with second derivative spectra of non-deuterat巴d
standard cellulose samples rich in the 1α (VaLonia ventricosa) and pur巴 Ip
(HaLocynlhia roretzi) allomorphs. IR absorption bands at 3240 cm-I is 
characteristic for the Ia fonn of cellulose. 

Legend: P， S 1， S2 and S3 : see abbreviations in FゅIre2-1 
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に示すように、 750及び 710cm-Iの吸収バンドをガウス関数により波形分離し、

それぞれのバンド面積から Iα分率の指標 (fIR)を求め、細胞壁形成過程におけ

る Iα形成量の変化を検討した。なお、実験の項に述べたように、前出の Fig.2・3

とは異なり、 Fig.2-6の測定には波数領域 400-4000cm-Iの検出器を用いた。この

検出器の低波数側限界 (400cm-I) が、注目した吸収バンドの波数 (750および

710 cm-
I
) から離れているため、より感度の高い測定ができたと考えられる。

細胞壁形成過程における Iα分率の変化を Fig.2・7に示す。 IRr:去による Iα分率

の指標 (fIR)(左軸)は、一次壁セルロース (p)の場合、約 0.3であったが、

二次壁各層の堆積とともに (p+ 51→ P + 51 + 52→ P + 51 + 52 + 53)低下し、

約 0.2に達して一定となった。この fR法による指標 (f[R)を NMR法 Iα分率

(fNMR) (同図右軸)に換算すると、一次壁で、 [C1: Ipが約 50: 50であり、 二

次墜では、約 20:80であった。このことは、一次壁セノレロースが [αに富み、二

次壁セルロースが [日を主体とすることを示す。特筆すへきは、二次壁が厚層で

あるため、たとえ薄層の一次壁が Iαに富むとしても、細胞壁完成後 (p+51 + S2 + 

S3)には、セノレロース全体として IsIJ'主体となると考えられることである。また、

Fig.2-7において、二次壁 51}曹の形成中に Iα分率がほぼ一定となり、その後変化

しなかったことから、二次壁各層 (51，52， S3)のセノレロースが、ほぽ一定の fC1

/Is組成 (20/80)を有することが示唆される。なお、細胞墜完成後の木材細

胞墜をX線 何ladaef a!， 1994)およびNMR(Wada e/ a!， 1995b)により分析し、

木材セルロースが Ipに富むとした報告は、上記の結果と矛盾しなし、。逆に、 Iαに

富むとする報告 (Tanahashief a!， 1989)もあるが、一次墜と二次壁では異なるタ

イプの結晶を有するとしづ本研究の結果からすれば、何らかの理由により一次墜

セルロースに富む試料が解析されたとして理解できるものである。
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Figure 2・6 FT-IR spec甘aof celIulose in the region from 800 to 650 cm-1 
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結晶形の変化に関する以上の結果は、一次墜と二次壁のセルロースが、物理化

学的に異なる効果のもとで結晶化することを示唆するものである。序論でも述べ

たように、 [uの結晶化は、分子鎖に対する何らかの物理的ストレスによって引き

起こされる一方(ストレス誘発型)、 Isはこのようなストレスを受けずに結晶化

する(ストレy、解放型)と考えられているため (Sugiyamaet a!. 1990: Sugiyama et a!. 

1991a; YamamolOωd Horii. 1994; Yamamoto et a!， 1996)、一次壁セルロースが Iαに

富むという結果から、その結晶化の際に物理的ストレスを受けやすいと推定でき

る。そこで、ストレスの実体は依然として不明であるものの、その物理的作用は、

結晶形のみならず、結晶化したセルロースの他の性状にも影響を与えていると考

え、結晶化度、分子鎖配向についても仮道管細胞壁の形成段階別に解析した。

2， 3， 2 セルロース結晶化度の変化

細胞壁形成中のヒノキ仮道管について、セノレロースの IR法結晶化度を求めた

結果を Fig，2-8に示す。また、 Fig，2-9は、 IR法結晶化度を X線法結晶化度と比

較するために、ミル処理により結晶化度を変化させたコットンとバロニアのセノレ

ロースについて、両法による結品化度の相関を求めた結果である。 Fig，2-8にお

いて、セノレロースの fR法結晶化度(左執)は一次壁形成中にわずかに上昇して

2，8に達した後、二次壁堆積が開始すると減少し、約 2，1で一定となった。 X線

法に換算すると(右手血)、一次墜で約 70%、二次墜堆積後には約 60%である。前

述したように、一次笠と二次壁で‘はセルロース結晶のタイプが呉Fなるが、 Fig， 2・

9において、 Iαに富むバロニアと [sを主体とするコントンセ/レロースが同一曲線

上にあり、 この換算は両者のタイプについて有効であるといえる。したがって、

上記の結果は、一次壁セノレロースの方が二次壁セノレロースに比ベ結晶性が高いこ

とを示唆している。
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一次墜形成時においては、何らかの物理的ストレスにより、ストレス誘発型

(stress-i nduced)である熱理学的に準安定な三斜品の !aiJ;結晶化するだけでなく、

セノレロースの結品化度が二次壁よりも高まることが示された。同様の現象はポリ

エチレンゲルの延伸結晶化においても生ずる (Chanzye/ al， 1987)。このことは、

一次壁セルロースの結晶化にも同様の延伸ストレスが作用する可能性を示す。一

方、二次壁セルロースは、このようなストレスをあまり受けず、その結呆、スト

レス解放型 (stress-free)である単斜晶の lsが主として結晶化するとともに、結

晶化度が一次壁よりも低くなると考えられる。

上記の結晶化度に関する結果は、既往の X 線回折あるいは電子回折による報

告、すなわちポプラ (Populussp) (Hanna and Cote， 1974)、コットン (Gossipillln

!>p.) (Now必←Ossorioel al， 1976; Hu and Hsi巴h，1996; Chanzy et al， 1978)、パラ (Rosa

glauca)の培養細胞 (Chanzyet al， 1979)について、一次壁よりも二次壁セルロ

ースの方が高結晶性であるとした結果と一致しなし、。コットン、パラについては、

生物種が異なることが理由かもしれないが、一次墜セルロースの結晶化度が過小

評価されていた可能性もある。例えば、二次壁においてはセノレロースミクロフィ

ブリ/レ (CMF)が比較的密に配列しているが、一次壁では配亨IJの回が粗いと考

えられている(例えば、 Haradaand Cote， 1985) 0 X線法で結晶化度を求める場合

には、試料中の CMFの密度分布、配向が大きく影響するため (Nelsonand Schultz， 

1963; Jaym巴andKnoIl巴，1964;渡辺ら、 1966)、一次壁セルロースの結晶化度が過

小評価されてしまう可能性がある。逆に、このような密度、配向の影響を避ける

ため、ミノレ処理等の前処理を行った場合、二次壁に比べて著しく薄い一次壁が、

より重大な損傷を受けてしまう可能性がある。さらに、試料作成日寺の乾燥過程に

おいて、薄い一次墜は部分的に破壊されやすく、 CMFは配向を乱しやすい。ま

た、上記の報告では、 Chanzyら (1978:1979) を除き、試料がどの程度まで精製
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されたかが明らかでない。二次墜に比べ非セルロース成分を多く含む一次墜にお

いては (Edashigeel al. 1995)、精製が不完全な場合、セルロースの結晶化度が実

際より低く判定される可能性がある。

2. 3. 3.セルロース分子配向の変化

仮道管セ/レロースの結晶形、結品化度を細胞墜壁層別に解J析した本研究の結果

は、一次壁セノレロースが結晶化する際に、物理的な延伸力を受ける可能性を示唆

している。このような延伸効果が存在するならば、セルロース分子鎖の配向にも

影響を及ぼすと考えられる。そこで、偏光 IRを用いてセルローλ分子鎖の配向

方向と配向度を検討した。クールコース環 COCの伸縮振動lこ帰属される LR吸収

バン ドが、1160cm.1 に出現し、しかもセノレロース分子鎖に比較的平行な振動で

あると考えられるため (Liangand Marchessault. 1959b)、この吸収バンドの偏光 IR

による変化に着目した。 Fig.2-10に示すように、偏光の方向を仮道管軸方向 W)

から軸垂直方向 (900) まで 10度ごとに回転させ、一次壁形成中の仮道管 (P)

と二次墜を完成した仮道管 (P+Sl+S2+S3)について吸収強度の変化を比較・

検討した。なお、比較を容易にするため、それぞれの最低強度が (pのゲおよび

p + SI + S2 + S3の900) 等しくなるよう、 Pのスペクトノレにはすべて一定の比率

を乗じている。一次壁形成中の仮道管 (p)については、紬垂直方向 (900) で吸

収強度が最も強いため、セルロース分子鎖の主たる配向方向が細胞軸に対して横

方向であることが示唆された。一方、二次壁を完成した仮道管 (P+SI+S2+S3) 

については、セルロース分子鎖が仮道管軸方向 (00) に配向することが示された。

一次壁セルロース (p)の主配向方向、つまり軸垂直方向 (900) は、一次壁形成

中の仮道管が主として拡大する方向と一致する。これは一次壁において、セノレロ

ースミクロフィプリノレ (CMF)が同方向に配向する (W:釘 drop、1964;今村ら、 I972a; 
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Abe el al， 1995a)傾向があることによると考えられる。このことから以下のよう

な仮説を考察した。一次壁の形成は細胞の拡大生長と同時に進行するため、細胞

表面で生合成された日グルカン鎖が結晶化して CMFとなる過程において、分子

鎖に物理的延伸力が作用する。その結果、ストレスに引き起こきれた la相に富

む CMFとなり、かつ細胞の拡大方向に配向させられるという考え方である。細

胞の拡大生長よる CMFの延伸に関しては、 71レテイネット成長説 (Roelofsenand 

Houwi札 1953;Roelofsen， 1958; Roelofsen. (965) により、一次墜に土佐積した CMF

が延伸され、再配向する現象が指摘されている。しかし、本研究で注目している

のは、セルロースが CMFとして堆積する以前に、すて、に延伸されているのでは

ないかという点である。この考えについては次の考察の項で詳細に述べる。一方、

二次壁形成後の分子鎖配向が細胞軸方向と一致していたのは、壁層の中でも最も

厚い S2層の CMFが、細胞軸に近い角度で配向するためと考えられる (5章参照)。

以上のように、偏光 IRを用いた解析により、一次壁と二次壁におけるセルロ

ース分子鎖の主配向方向が示されたが、その配向度を比較することは困難であっ

た。 Fig.2-10に示されるように、一次壁セ/レロース (p)の偏光IR吸収強度は垂

直(仮道管軸方向、 。0)と水平(軸霊直方向、 900)にあまり差がない一方、二

次墜セノレロース (P+SI+S2+S3)では大きな差がある。この結果からすると、

一次壁セルロースは二次塁走セルロースよりも配向性が低いことになる。 しかし前

節でも述べたように、一次墜セノレロースの配向度が、試料作成日寺の乾燥により低

下した可能性があるため、来乾燥の試料でさらに検討する必要がある。実際、 4

2主の原子関カ顕微鏡 (AFM)解析では、未乾燥の一次壁 CMFが高い配向性を有

することが観察され、上記の仮設、すなわち一次壁形成時の延伸ストレスの存在

を支持する結果となった。
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2. 4.考察

仮道管セルロースの結品形、結晶化度が一次壁から二次墜へと変化しており、

細胞壁において均一でないことが明らかとなった。一次墜セノレロースは、ストレ

ス誘発型 (stress-induced) である熱力学的に準安定な三斜品の Iαに富み、二次~

セルロースよりも結晶化度が高い一方、二次皇室セルロースにおいては、ストレス

解放型 (stress-free)である安定な単斜品の ゆが主体となること、さらに、一次

壁セルロースの結晶組成は、 Iα/Is (50/50)であり、三次援では、 Iα/IP (20 

/80)であることを顕微 FT-IRによる分光的手法により解析した。加えて、 CMF

を構成するセノレロース分子鎖の主配向が、一次壁では細胞拡大の方向である細胞

軸垂直方向であり、二次墜では軸方向であることも確認された。

特に、セノレロースの結晶形と結晶化度が、一次壁から二次壁へと同時に変化し

たことから、セルロースの結晶化メカニスムが両援の間で具なることが示唆され

る。筆者らは、仮道管一次壁のセノレロース結晶化においては分子鎖方向に延伸力

が作用するため、結晶化度が声高まるとともに、ストレス誘発型 (stress-induced)

である熱力学的に準安定な三斜品のIαが結晶化しやすいとの考えを提案する (Fig.

2・Ila)。ここで想定するのは、高分子グノレの延伸結晶化挙動である。ポリエチレ

ンゲ、ノレを延伸結晶化させたときにも、その複合結晶体に、ストレス誘発型である

準安定な三斜晶が現れることが報告されているにhanzyel al， 1987)。一方、二

次壁のセルロースは、このようなストレスを受ける機会が少ないため (Fig.2-

Ilb)、ストレス解放型 (stress-free)である安定な単斜品の ゆが主体となると考

えられる。それでは、一次壁セノレロースに対する延伸力の起源は何であろうか。

現在のセルロース生合成及び細胞壁形成のモテールによれば(例えば、Vi飢初dReis， 

1991 )、セノレロース分子は細胞膜上のセノレロース合成酵素複合体 (TCs) で生合

成され、原形質膜と細胞壁の間において中間棺状態(液晶ワ)から結晶化して、
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回-一一

セルロースミクロフィブリル (CMF)を形成し、細胞墜に堆積する。 Figs.:!-Ila，b 

に示すように、結晶化の過程にあるセルロース分子鎖の両端は、原形質膜上の TCs

と、すでに結晶化して細胞壁の一部となったCMfにそれぞれ連結しているため、

中間相のセルロース分子はストレスを受けやすいと考えられる。特に、一次壁の

形成時には、細胞が拡大生長するため原形質膜中にひずみが生じ、同時に細胞壁

は強く引張されており、膜 .!!lの問で中間中目のセルロースが延伸カを受ける可能

性がある。なお、仮道管の拡大生長は、車由方向よりも軸垂直方向で著しく、早材

の場合、放射方向に 400%にも達する (Bailey，1920)。このような拡大生長に伴

い、細胞表面には様々な物理的ストレスが発生すると考えられるが、セノレロース

の結晶形、結品化度を同時に変化させうる原因としては、高分子ゲノレの延伸結晶

化と問機の延伸効果が想定される。最近、バクテリアセルロースについても、中

間相のセルロースに対する延伸効果が、 Iα相の結晶化を引き起こすのではないか

として提案されている (Yamamotoel al， 1996)。本研究で提示した仮説は、一次

壁セノレロースが結晶化する際に、締胞の拡大による延伸力を受けるとする考えに

基づくものである。なお、セルロースの結晶化時ではなく、 CMFとして一次壁

に縫積した後、細胞の拡大による延伸力を受けることについては、従来からマノレ

チネット成長説(例えば、 Roelofsen，1965)が指摘している。一次壁セルロース

分子鎖の配向が細胞執の垂直方向であったことは、仮道管の拡大による延伸力の

効果を示唆しているが、本研究ではこの効果として、堆積後の CMfを延伸する

だけではなく 、堆積前のセノレロース高次構造形成にも影響を与えるのではないか

と考えている。

Iα結晶化の原因となるストレスは、 Iαの結晶化によって吸収され、あるいは原

形質膜および細胞表面付近が流動性を有するために、やがて緩和されるであろう

から、次のストレスが !o:結晶化に必要なエネノレギーを上回るまでは、 !sとしてセ



凶t-

/レロースが結晶化すると考えられる。このように断続的な (onand off)ストレ

スの結果として、一次壁セノレロース結晶が、 Iα/[s (50/50)の組成を有するこ

とになるのではなし、かと考えられる。この考えに基づけば、 [cdこ富むある種の海

藻のセルロース微結晶において、 Iαと !日が結晶の長さ方向に交互に分布する

(Sugiyamaeta/，199Ib)ことも理解できる。一方、二次壁については、 lo./[s(20 

/80)の組成比であったことから、結晶化時に常にストレスを受けないわけでは

なく、連続か不連続かは不明であるが、一時的に約 20%の 10.7.l>結晶化する程度

のストレスが二次壁形成時に作用したのではなし、かと推定できる。なお、一次壁

セルロースが Iα/1p (50/50)の組成を有することについては、最近、他の植

物にも報告されつつある。リンゴ (Ma/usdomeslica)の果実、キャベツ (Brassica

oleracea)の葉、シロイヌナズナ CArabidopsisIhaliana)の薬(以上、双子菜類)

あるいはタマネギ (Al/iumcepa) の球根、イタリアンライグラス (Lo/ium

multiflorum)、パイナップノレ (Anol7ascomosus)の実(以上、単子葉類)の一次壁

セルロースが CP-MAS13C Nルロミ分析され、それぞれIα/Is (50/50)の組成比

が報告されている (Smithel a/， 1998)。

筆者ら提案する延伸効果の他にも、仮道管セノレロースの結晶化に影響を与えう

る効果と して、細胞膜上の TCsの配列様式 (Sugiyamael a/， 1990; Atalla and 

Va且derHart， 1989; Wada el a/， 1995a)、他の多糖類とセノレロースとの相互作用(例

えば、Vianand Reis， 1991; Atalla el a/， 1993)があげられる。 しかしこれらの効果

のうち、分子鎖の配列と集合をコントローノレし、結晶形と結晶化度を同時に変え

るという現象を引き起こせるものとして延伸効果を考えるのは妥当なところであ

る。結晶化の際のストレスが、 TCsの配列様式により生み出されるとする説

(Sugiyama el al， 1990)については、もしτCsの配列様式が Iαと[sで異なるとす

れば、逆に、結晶化の際のストレスがその配列を決定すると考えられないであろ
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うか。針葉樹仮道管の一次壁について、未だ TCsは観察されていないが、スト

レス誘発型 (stress-induced)である Iαが結晶化する問、中間相のセノレロースに発

生したストレスは、分子鎖を通じて TCs配列に影響する可能性がある。多糖類

との相互作用については、セノレロースの結晶化に何らかの影響を与える可能性が

あるものの、一次壁のような Iαlこ富むセルロースを結晶化させうるのかどうか

については疑問がある。一次墜において、セルロースとの親和性が高い多糖類は

キシログルカン (XG)であると考えられている(例えば、林、 1994)。一方、 XG

やカノレボキシメチルセノレロースをバクテリアセノレロースの培地に浪人すると、生

成する Iαの分率が減少することが報告されており (Yamamotoand Horu， 1994; 

Yamamoto el a!， 1996)、このようなセルロースと親和性のある多糖類の効果とし

ては、むしろ結晶化中のセノレロースにストレスが発生するのを防ぐ傾向がある。

バクテリアセノレロースに対する XGの効果は、生物種の異なる仮道管セノレロース

には当てはまらないかもしれないが、いずれにせよ、現時点では、一次笠セルロ

ースが ICLに富む理由を、 XGとの相互作用によって説明することは困難である。

なお、一次壁の多糖類成分については、細胞墜に堆積した後、その一部が分解あ

るいは離脱し、その後再び細胞壁成分となるとするターンオーバーのメカニズム

が考えられている(例えば、 Br叩 andWaldron， 1990)。この影響があるとしても、

分解した多糖類が、 Iα分霊容を高めうるのかどうかについては、上記と同様に説明

が難しい。あるいは、ターンオーバーによって、セノレロース結晶の一部が分解さ

れる可能性を考えたとしても、その残さは、逆に113相に富む結果と (Hayasbiel a!， 

1998a)ならないであろうか。セルロースと親和性のある多糖類の効果としては、

二次壁セルロースが 113として結晶化するのを促進する可能性があげられる。二

次壁セルロースが、細胞拡大生長後の比較的ストレスを欠く環境下で結晶化する

とき、さらにへミセルロースがストレスの発生を抑制するとしても、本研究の結
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果および提示した仮説と矛盾しなし」なお、従来、仮道管二次皇室へのへミセノレロ

ース沈着は、 CMF堆積後に起こると考えられていたが、最近の研究により、セ

ルロースが結晶化して C加fFを形成する時点で、すで、にその周囲にヘミセルロー

スが存在する可能性が示されている ([nornatael al. 1992;高部、 1994)。一方、

リグニンの沈着については、 CMFの堆積よりもかなりおくれて開始するため(例

えば、福島、 1994)、セルロースの結晶化に直接影響を与える可能性は低いと考

えられる。

この章においては、顕微 FT-IRを用い、仮道管細胞壁におけるセルロースの高

次構造を解析し、一次笠から二次壁への変化を見いだした。次章では結晶形の変

化について、 X線回折による確認を試みる。本章で提案した仮道管セルロースの

結晶化モデノレは、 Cル庄 の堆積構造に関する知見を4章と 5章で得た後に、 CMF

の形成から堆積まで一連の構造形成を説明するモデルへと発展することになる。
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2. 5 要約

本章において、仮道管細胞壁の鐙層形成段階を区分した FT-IR分光法によ り、

セ/レロースの結晶形、結晶化度、 CMFを構成するセノレロース分子鎖の配向が、

一次笠と二次壁の問で異なることを明らかにした。結晶形については、一次壁セ

ノレロースが準安定な三斜品の Iαに富む一方、二次壁セノレロースは安定な単斜晶

の Ißを主体とし、結晶化度は一次~セ/レロースの方が高かった。さらに、一次壁

Cl¥σを待成するセルロース分子は、主として仮道管の拡大生長方向に配向して

いた。序論において、細胞が拡大生長しながら一次壁を形成する時期と鉱大終了

後の二次壁形成時とでは、細胞表面で進行するセルロース結晶化のメカニズムが

一様ではない可能性があると考えた。本章の結果は、一次壁と二次壁のセノレロー

スが物理化学的に異なる環境下で結晶化することを示唆しており 、この考えを支

持するもので、あった。これらの結果から、一次壁と二次壁セノレロースの相違の原

因は、セノレロースの結晶化が細胞の拡大生長と同時に進行するか否かに起因する

と考え、一次笠のセノレロースが結晶化するときには細胞拡大に伴う物理的ストレ

スを受ける結果、 Iαに富み、結晶化度が高まる一方、二次壁のセノレロースは比較

的ストレスを受けずに結品化するため、主として Is;iJ;形成されるとするモデノレ

を提示した。
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第3章 X線回折法によるセノレロース結晶形の解析

3. 1 緒言

木材セルロースの 2相 (1α/Ip)モデルに基づ‘くX線解析は、 W白daら(1994;

1995b)によって精力的になされ、一次壁と二次壁を含めた細胞墜全体としては

Is相が主体であると報告されているが、壁層別の解析はなされていない。本章で

は、 2章でおこなった顕微 FT-IR分析により、仮道管の一次壁はセノレロース Iα

に富み、二次壁は Isが主体であるとの結果を得たため、これを X線回折によっ

て確認することを目的とした。さらに、 X 線回折法により、 IR分析では不明で

あった仮道管細胞壁の接線接(板目面)におけるセルロースの結晶形についても

知見が得られると予想される。顕微FT-IR分析においては、まさ目切片に垂直に

JR光を透過させた結果、光路に平行な接線壁は厚すぎて透過光として検出され

ず、接線墜に関する情報は得られなかった (Fig.2-1)。本章のX線解析において

は、細胞壁の形成段階ごとに数多くの切片を集めて回折を得たため、結果として

接線壁 ・放射壁の区別なくセルロースの結晶形を解析できると考えられる。 X線

回折法では、 IR法に比べて多量の試料が必要なため、本章では、ヒノキの形成

層付近から成熟木部まで多数の板目切片を切り取って解析に供した。他の天然セ

ルロースに比べ結晶の小さい木材セルロースからは、 2相 (1α/rp)構造を解析

するのに十分な X線繊維図が得られない。そこで、 Wadaら (1993)が報告した

ように X線ディフラクトメトリーにより結品の面間隔を求め、その変化を解析

した。
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3. 2.実験

3. 2. 1.試料

早材形成中の 28年生ヒノキ (Chamaecyparisoblusa Endl.; 1995年 5月 29目、

関東林木育種センターで採取)から、 2章と同様に形成層帯を含む木部分化帯の

小ブロックを得て、形成層付近から成熟木部にかけて厚さ 60μmの板目切片を

切り出した (Fig.2-1b)。これらの板目切片における細胞墜形成段階 (p，P+Sl， P + 

Sl + S2， P + Sl + S2 + S3)を同定するため、板目切片を切る度に、木口あるいは

まさ自切片を得て偏光顕微鏡または走査主主電子顕微鏡によりセルロースの配向方

向を観察した。このように収集した板目切片を、細胞壁の形成段階順に6つのフ

ラクション、すなわちNO.l(p)、NO.2(P + Sl)、NO.3(P+Sll NO.4 (P+Sl + 

S2) No. 5 (P + S 1 + S2)およびNO.6(P+Sl+S2+S3)に区別した。これらフラ

クシヨンの形成層付近からの平均距離は、それぞれ30、90、150、210、300、500

μmでみる。これらの板目切片は、 2章と同綴の方法でセノレロースを精製した後、

凍結乾燥して X線解析に供した。

3. 2. 2. X線デ、イフラクトメトリ ー

仮選管細胞壁の形成段階別に、約 0.7mgの精製した板目切片を収集し、 X 線

まえ料ホルダーの径 2mm、厚さ 2mmの穴の中に切片の方向がランダムになるよ

うに押し込み軽く圧締した。 X線デーィフラクトメトリーは、 RIGAKURINT 2500F 

により行い、電圧40kV、電流 100mAでCU.-Kα線 (λ=0.1542 I四)を発生さ

せ、 Niフィノレターで単色化 した。走査は、 29=10 ~ 40度の範囲で行い、ステ

ップ幅 0.10度ごとに 40秒間積算した。得られた回折曲線の 29=10 ~ 25度に

ある、 dJから d-lのピークについて、シュード ・ボイト関数(ガウス関数とロー



レンツ関数の複合関数)によりピーク分間在した(和田、 1997)。なお、 dJは、 Iα

の (100)面と Isの (110)面からのディフラクションの混成、 d2は、 Iαの (010)

面と Isの (110)面からのディフラクションの混成、 d3は、 Iαの(T!2) 面と !s

の (012)および (102)面からのディフラクシヨンの混成、 d4は、 Iαの (110)

面と lsの (200)面からのデイフラクションの混成であり、 2相 (1α/!日)の組

成比を反映する (Wadaef al， 1993)。ピーク分般にあたっては、再現性を保つた

め、①まず、パックグラウンド (BG)のピーク位置を 29= 19.0度 (Ok加 O 釦 d

Koy加 agi，1986)、ピーク高さを 19度における回折曲線高さの 90%として固定し

た(和田、 1997)。②次に、 d人d2，d3. d4のピーク位置に一定の初期値 (1αに富

むタイプと、 Isに富むタイプの中間の値)を与える一方、これらのピーク高さを

変動要素として計算した。@さらに、 d3，d4のピーク位置も変動要素に加えて再

計算、@次いで dlのピーク位置も変動要素に加えて再計算し、⑤最後に d2のピ

ーク位置も変動要素とし、 BG以外のピーク位置 ・高さをすべて変動要素とした

状態で最終的なピーク分離を行った。再現性のある結果を得るためには、このよ

うに段階的に変動要素を上旬やす必要があった。和田 (1997)は、 dJとd2の面間

隔によって、 2相 (1α/lp)構造を解析したが、本実験では、簡便法として dJの

宙開隔に着目した。
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3. 3 結果と考察

Fig.3・1に、一次墜を形成中の仮道管 (p)および二次壁が完成した仮選管 (p+ 

Sl + S2 + S3)から得た X線回折曲線とピーク分間住の結果を示す。ピーク dl、d2

は、 1(1と Tpの面間隔の違いに起因する 2つのディフラクションの混成であるか

ら、それぞれ両相の比率を反映しており、 2栢(!(1/Is)構造を解析するのに適

している (Wadaet al， 1993; 1997)。和田 (1997)は、木材を含む数多くの天然セ

ルロースを解析した結果をもとに、 dl、d2を用いて、[(1に富むタイプと [sに富

むタイプを判別する以下の数式を提案した。次式において、 Z> 0ならば !(1に

富むタイプ、 Z く 0ならばIsに富むタイプとされている。

Z=1693dl-902d2-549 

ヒノキ仮道管の細胞壁形成の段階別に得た d人 d2を上式に代入したのが、 Fig.

3-2である。一次壁セルロース (p)についてはZ=Oの境界付近にあるが、二次

壁の形成が進行するにつれて (p+ SI→ P + SI + S2→ P+SI +S2+S3)、Z値

が減少し、明確な Isタイプを示す領域に移動している。これは、 LRで得られた

結果、すなわち一次壁セルロースの組成が、 [(1/1s (50/50)であること、二次

壁形成中に Isの増加に反して Iαが相対的に減少し Iα/ls (20/80)となること

を支持している。しかし、 dlとd2それぞれの変化を見ると両者とも減少してお

り、 dlかd2のいずれかの値に問題があることがわかる。つまり、 d人 d2は、 Iα

(dl = 0.613 nm， d2 = 0.529 nm)とIs (d I = 0.603 nm， d2 = 0.535 nm)の混成デ‘イ

フラクションであるから (Wadael al， 19ヲ7)、Is成分が増えればdlが減少してd2

は増加し、逆に!(1成分が培えればdlが増加してd2は減少するはずで‘ある。Fig.3-2

において両者が減少したのは、 d2の問題であると推定される。この理由は、回

折曲線に大きなノ':/'クグラウンド (BG)が含まれており (Fig.3-1)、ピーク分
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Figure 3・1 X-ray diffraction curves for the primary (P) and maωr巴 cell
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Legend: P， S 1， S2 and S3 : see abbreviations in Figure 2-1. 
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隊する際に、 BGに隣接する d2の分離に正確さを欠いたためと考えられる。な

お、一次鐙セルロースの BGが特に大きく、低結晶性であるように見えるが(Hanna

and Cote， 1974)、2章で述べたように、一次墜における Clvσ 配列密度の低さや、

試料作成時に生じる配列の乱れなどによる影響が無視できないため、回折強度を

直ちに結晶性に結びつけることはできない。本研究では、これらの影響を除去す

ることは困難であると考え、 2章における IR法によって結品性を評価した。

上記の理由から、 dlとd2の相対変化ではなく、 dlのみの変化に着目すること

とした。細胞壁の形成過程における d/面間隔の変化を、 Fig.3-3に示す。 Iα及

びIsのdl計算値はそれぞれ、 (100)苗の 0.613nm及び(110)面の 0.60311mで

ある(抽出 eta/. 1997)。一次壁セノレロース (p)について dlは0.610nmを越え

ていたが、二次壁の堆積が進むにつれて (p+ SI→ P + SI + S2→ p + SI + S2 + 

S3)減少し、 0.605nm以下となった。この変化は、 IR解析における Iα分率の減

少傾向とおおよそ一致しており、一次壁から二次壁への Isの増加に伴う Iαの相

対的な減少を示していると連解できる。

さらにこの結果から、 IR解析においては不明であった仮道管細胞壁の接線壁

(板目面)についても、放射壁(まさ回)と同様にセノレロースの結品組成が変化

していることが示唆された。前章の IR解析においては、まさ図面に垂直なIR光

を検出したため、接線壁についての情報は得ることができなかった (Fig.2-1a)。

一方、本章の X 線解析においては、接線笠 ・放射壁の区別なく回折を得ること

ができ (Fig.2-1 b)、しかも IR解析結果が支持されたことから、接線皇室 ・放射壁

ともに一次墜では Iafこ富み、 二次壁ではIsに富むことが示された。
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3. 4.針葉樹仮道管細胞壁のセルロース結晶化

2章と 3章において、 FT-IR分光法および X線回折法により、仮道管細胞壁の

セルロース高次構造を解析し、一次皇室と二次墜の問に著しい相違があることを明

らかにした。この結果は、 次壁と二次監のセノレロースが物理化学的に異なる環

境下で結晶化し、 CMFを形成することを強く示唆する。この相違の原因は、セ

ルロースの結晶化が細胞の鉱大生長と同時に進行するか否かに起因すると考え、

細胞拡大に伴う物理的作用が結晶化の相違を引き起こすとするモデルを2章にお

いて提示した。この仮説に関しては6主主で詳細に述べることとし、次章では、セ

ルロースの結晶化における物理化学的環境の相違が、結晶化により形成された

CMFの堆積権造にも影響するか否かを検討する。
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~4 掌 液中モード原子関力顕微鏡によるミクロフィブリノレ堆積構造の解析

4. 1.緒言

仮道管細胞壁の骨格構造は、結晶化したセルロースが、セルロースミクロフィ

ブリ Jレ (CMF) と呼ばれる繊維状の結晶性構造体として堆積することにより構

築される。セルロースの結品化による CMFの形成とそれに引き続く CMFの堆

積は、原形質膜と細胞壁内表面の間隙において、一連の過程として進行するため、

結晶化に対する物理化学的な効果があれば、 CMFが堆積する際の構造形成にも

影響を与える可能性がある。前章までに、一次壁セ/レロースが、ストレスの発生

時に結晶化するとされる(ストレス誘発型)の Iαに富み、結晶性も高いことが

判明し、その原因として分子鎖方向に延伸のストレスを受けて結晶化するのでは

ないかとしづ仮説を提案した。この仮設は、中間相状態のセノレロースが、仮道管

の拡大生長にともなって原形質膜と細胞壁の聞で‘延伸効果を受けるとの考えに基

づいている (Fig.2-1 ua)。このような物理的ストレスがあれば、細胞壁内表面に

おける CMFの堆積構造にも影響を与えるはずである。しかし、従来の電子顕微

鏡研究においては、 CMF堆積梼造を tnSl印下で観察することが困難て、あったた

め、この観点における検討はなされていなb、。これは、試料作成時の乾燥により

構造の変形・破壊が生じやすいためであり、特に影響を受けやすい一次壁につい

ての知見が不足していることは、 1章にも述べたとおりである。さらに、細胞壁

内表面を電子顕微鏡観察する場合、内表面に対して垂直方向(高さ方向)の解析

は困難であった。

そこで本章では、乾燥による構造の変形 ・破壊を避け、可能な限り mSlIu下に

近い状態で CMF堆積構造を解析するため、液中モードの原子問カ顕微鏡 (AFM)

を使用した。液中モード AFMは、物質の表面構造を 3次元解析するのに優れ、
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しかも液中での測定が可能なため、試料を未乾燥の状態で観察できる (Fig.4-1)。

本章では、この液中モード AFMにより、仮道管細胞壁の内表面における CMF

堆積構造を未乾燥のまま水中で3次元観察し、一次壁から二次壁への CMF凝集

状態、配向などの変化を解析した。最後に、得られた結果と前章までの結果から、

セルロースの結晶化に影響した物理的ストレスが、さらに CMFの細胞墜への堆

積過程においても影響を及ぼすとするモテツレを提案した。
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4. 2.実験

4. 2. 1.試料

早材を形成中のヒノキ (ChamaecyparisoblUsa Endl.; 28年生、 1995年5月29日

関東林木育種センター(水戸市)で採取)から、これまでの試料と同様に形成層

帯を含む木部分化帯の!]、ブロックを得て、 3%グノレタルアノレデヒド(1/15M リン

酸緩衝液、 pH6.8)で固定し、このブロックをナイフでさらに小片とした。グル

タノレアノレデヒドは、細胞の生命活動をすみやかに停止させ、タンパク質と反応し

てその形状を固定すると考えられているが (Rob紅白，1970)、Cl¥.σと反応する可

能性も否定できない。このような場合、特に CMFの凝集状態に対する影響が懸

念されるため、上記の固定処理を省略した試料と比較し、グマノレタノレアノレデヒドが

CMFの凝集状態を大きく変化させないことを確かめた。この小片の表面からミ

クロトームを用いてまさ目切片を切り出し、 Fig.4-2のようにまさ目面を露出さ

せた。さらに仮道管細胞壁の内表面(形成菌)を覆う原形質を取り除くため、こ

の小片を有効塩素濃度約 2%の次!!E:塩素酸ナトリウム溶液に室温で約 5分間浸費

して内表面の CMFを露出させ (Figs.4-3a， b)、脱イオン水で洗浄した。なお、

次亙塩素酸処理を省略した場合でも、原形質が物理的に離脱することがあり、こ

のときの細胞壁内表面を観察した結果、次亜塩素酸処理が CMFの堆積構造を変

化させないことが示唆された。多糖類、タンパク質など細胞壁成分の一部が流出

した可能性は否定できないが、さらに乾燥処理を必要とした従来の観察法に比べ、

より InSl/Uに近い状態の細胞壁内表面が観察できたといえる。なお、従来、仮道

管二次壁のへミセノレロース堆積は、セノレロースが CMFとして堆積した後に起こ

ると考えられていたが、最近の研究により、セノレロースが原形質撲と細胞援の問

で CMFを形成する時点で、その周囲には、へミセノレロースが存在する可能性が

示されている(Inomatael a!， 1992;高部、 1994)。一方、リグニンについては、 Cルσ
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の堆積よりもかなり後に沈着するため(例えば、福島、 1994)、CMF堆積時の構

造形成に関与する可能性は低いと考えられる。上記のヒノキ小片のまさ目表面を

上に向け、脱イオン水を満たした AFMの液中観察用セノレに装着した (Fig.4-3c)。

以上の処理において、細胞壁内表面を常に未乾燥の状態に保った。

4. 2. 2. 液中モードAFM解析

AFM解析は、 DigitalInstruments社の Nanoscopeillaと液中モード観察用セノレに

より (Fig.4-1)、脱イオン水中でおこなった。AFMチシプの走査を、力一定の

コンタクトモードで制御し、 AFM高さ像とエラーシグナノレ像を得た。力一定の

コンタクトモードでは、 AMFチップと試料開に作用する原子問力(斥力)が一

定となるよう、チップ一試料開の距離をフィード、パック制御しながら走査し、試

料の表面憎造をイメージ化する (AFM高さ像)。走査中のチップが凹凸構造に出

会うと、一瞬、チップー試料聞の距離が変化するが、このときのエラー信号によ

り、直ちにフィード守バック制御が果たされる。このエラー信号をイメージ化した

ものがエラーシグナノレ像である。したがって、凹凸の高低が急激に変化する場合、

例えその高低差がわずかであっても、エラーシグナノレ像に現われやすい(但し、

高低差を定量することはできない)。一方、緩やかな凹凸については、高低差が

大きくても現われにくい。一般に、 AFM 高さ像では、凹凸の高低差が強調され

るため、細かな構造がかき消されることがある。この場合、エラーシグナル像が

有用となる。なお、凹凸に富む表面で走査速度を上げすぎた場合、フィードーパッ

クが間に合わず、チップが試料表面を自IJり取るように強く接触することがある。

逆に走査速度が遅すぎると、測定環境中の振動、温度変化による試料の変形など

の影響が大きくなる。本研究では、走査範囲 10X10から 0.5XO.5μm2 (主とし

て2.5X 2.5または 5X5μm
2
)に対し、走査速度は lから 10Hz(主として 1.5Hz) 
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の聞とし、安定して高分解能像を得られる条件とした。なお、コンタクトモード

は他の AFMモードに比べて高い分解能を有するが、大気中で用いる際にはチシ

プ一試料開に吸着水層が生じるため、メニスカスカによって試料に引き寄せられ

たチップが、表面構造を変形 ・破嬢するおそれがある。柔らかな生物試料の場合、

特にこの影響を受けやすい。この問題を避けるためには、高真空中で用いるか、

本研究のように水中で観察するなどの方法が必要となる。測定に用いた AFMチ

ップは、半径 5から 15nm (公称値)、先端角度 35度、高さ 15μmの単結晶シリ

コンである。これを搭載するカンチレバーは、長さ 450μm、幅 30μm、パネ定

数 0，13Nm"の細長い形状のタイプとした。観察にあたっては、 fig，4-3cに示す

ように、 AFM チップを仮道管細胞壁の内表面(形成面)に着地させた。このと

き、まさ目表面に垂直に立つ後線墜とカンチレバーが接触すると、着地失敗とな

るか走査の制御が困難となる。しかし、まさ目表面はわずかに傾斜して切削され

ているため、接線壁の高さは部位によって異なり、 (Fig， 4-3c)、正常に着地し、

走査できる部分を選ぶことができた。なお、本研究では、通常コンタクトモード

で用いられる V字型のカンチレバー (V-shaped (or tri釦 guJ訂)configuration) より

も、上記の細長い形状の (singJebeam (or rectangul叫 configuration)カンチレバー

が適していた。これは、 V字型のカンチレバーでは、仮道管内こうに対して幅が

広すぎるうえに、 AFMチップの高さが細長い形状のものより低く、正常に着地

することが困難だからである。反面、通常のコンタクトモードよりもやや分解能

が劣る結果となった。細胞壁内表面の走査は、まず、仮道管軸方向に行い、つい

で軸垂直方向に行った。なお、仮道管拡大初期と後半期とでは、一次壁内表面に

おける CMF配向が異なるとする報告があるが(今村ら、 1972a; Abe el al， 1995a)、

本章の AFM観察においては、拡大初期の幅の細し、仮道管に AFM チップを着地

させることが困難であったため、拡大生長の後半期(幅 20~30μm) にある仮道
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管を観察した。また、二次壁形成の最終段階である SJ層については、表面がい

ぽ状層により覆われている場合があり、 CMF構造の解析が困難であった。観察

は、一次壁 (p)、二次墜 SI、S12(SIとS2の移行層)、 S2層の形成表面において、

それぞれ3箇所以上で行った。

CMF堆積権造の高さについては、Nanoscopeに付属の断面プロファイノレ解析

ソフトを使用して計測したロ幅については、 AFMチップ先端の回り込み効果

(HanJey et a!， 1992; Hanley and Gray， 1994)により実際より大きく計測されるた

め、 Fig.4-4に示すように、チップ先端の曲率半径 (R)と対象物の高さ (H)か

ら過剰分 (E=EI + E2)を差し引し、て、以下のように、実際の幅 (W)を推定し

た。

E = 2 (2RH -H2) 1/2 (R > Hのとき)または、

E = 2R + (H -R) lan A (R ~ Hのとき)

なお、本章においては、計算を単純にするために、R=IOnmとした。
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4. 3.結果

仮道管一次壁 (p)および二次壁 SI、SI2(SIから S2への移行層)、 52につい

て、未乾燥の状態で得た CルE土佐積構造のAfM高さ像を Fig.4-5に示す。色の明

るい部分ほど相対的な位置が高いことを表すが、正確な高低については、図中の

実線に沿った断面プロファイノレを各像の下に示した。なお、高低 (height)のス

ケーノレが、平面方向の長さ(Ieng由)よりも強調されている。さらに、 PとS2に

ついては、 Fig.4-6に、高さ像に加えてエラーシグ‘ナル像を示した。Fig.4・6左側

のP，S2は、それぞれ Fig.4-5の P，S2と同ーの仮道管であるが、その倍率が異な

る。実験の項で述へたように、エラーシグrナノレ像では正確な高低を判断できない

が、微小な凹凸が現れやすいため、 CMF配列を確認することが容易となる。

細胞壁内表面(形成面)における C!Iiσの3次元構造は、一次壁と二次壁とで

大きく異なっていた。 Fig.4・5の断面プロファイノレが示すように、一次壁内表面

(p)は、二次壁内表面 (SI，S12， S2)に比べて極めて平坦である。内表面に現れ

ている繊維状の構造物は、その形状・配向状態から、 CMFであるといえる。細

胞壁内表面では、 CMFが比較的平行に堆積してラメラ(薄層)を形成し、ラメ

ラが積み重なって墜層を形成すると考えられるため、まず、一次墜と二次壁にお

けるラメラ形成様式の違いを比較・検討した。一次壁の CMFは細いストライプ

形状を有し、およそ 40から 80nmの間隔をあけて、直線的で平行に配列し、ラ

メラを形成していた (Figs.4-5， 4・6)。二頭矢印 (double-beadedaπow) に平行な

ラメラは単頭矢印 Csingle-headed町 ow) のラメラの上に(より内表面に)、交

差するように積み重なったと考えられる。さらに、ラメラは交差構造を示しなが

ら、主として細胞の鉱大方向である放射方向に配向していた。Fig.4-6右上の P

については、 3方向交差の可能性があるが、下 2層(単頭矢印)の上下関係は不

明である。なお、この像 (Fig.4-6右上)については、 CMF配向に対し垂直方向
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Figure 4-6 Aqueous mode AFM height images (Ieft) and corresponding error signal 
images (right) offreshly-fon11ed CMFs on the P and S2 surfaces 

Legend: P‘S2， arrows on出eright side and the bottom left: s巴巴Figure4・5:
arrowheads: see text ; B創:500 nm 
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Figure 4-7 COlllparison of height and width of CMF aggregates between the 
primaly wall (encircled by a solid line) and the secondruy wall CMFs (do口edline). 
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にチップを走査させたため、表面の凹凸構造が Fig.4・5のPに比べて鮮明に見え

るが、断面プロファイル上での凹凸の高低差はほぼ同じであり、いずれも二次墜

に比べて極めて平坦な内表面であった。また、 C恥σの幅が、部分的に膨れたよ

うに見える箇所があるが (Fig.4-6右上の p、特に中央付近の明るい部分)、これ

については、観察前の化学処理が短めて弱し、ため、特に非セノレロース成分を多く

含む一次壁の場合、その一部が残留した可能性がある。上記のように、一次壁の

ラメラは、直線的で‘平行に配列した CMFから成り、細胞の拡大方向に配向する

傾向があった。仮道管一次壁の CMFが、直線的で平行な配列を有することにつ

いては、従来からその提案はあったものの(原因、 1984)、これまで観察されて

いなかった。本研究では未乾燥の CMFを観察したことにより、乾燥による変形 ・

破嬢のない、より inSiluの状態に近い堆積構造が観察できたと考えられる。さら

に、プロファイル分析により 3次元解析した結果 (Fig.4-7 )、一次監C!v庄の細

いストライプ形状は、幅5から 25nm、高さ (内表面に垂直方向)は3から 7nm

を示すものであった。この結果は、一次壁が、厚さ数 m 程度の薄いラメラの積

み重なりによって構築されることを示唆する。 一本の CMF幅が、仮道管につい

て約2から 4nmと報告されていることから(後藤ら、 1972;Hanna and Cote， 1974)、

上記のストライプ形状は、単独、あるいはごく数本の CMFが凝集したものであ

ると考えられる。これは、後述する二次壁 CMFの凝集と比べてごくわずかな凝

集の程度である。一次壁 CMFについての以上の結果は、考察で詳しく述べるが、

2章で提案したセルロース結晶化に対する物理的ストレスが、 cνσ 堆積構造に

も影響を与え、平行な配向を促すとともに凝集を妨げた可能性を示唆している。

一方、二次壁の CMFは、一次壁に比べて巨大な凝集体を構成し、細胞壁内表

面ははるかに凹凸に富んでいた。 Fig.4-5の SI，S12， S2に示すように、二次壁の

CMFは集合して太い束状となり、細胞壁内表面に凹凸に富んだ厚いラメラを形
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成していた。この束状の凝集構造は、幅 5から 140nm、高さ 5から 30nm以上

にも及んでいた (Fig.4-7) 0 Fig. 4-6右下の82には、詳細な構造が現れており、

CMF凝集体が複数のCルIFから成ることを示している。さらに、 Fig.4-5のむに

ついても、そのエラーシグナJレ像 (Fig.4-6左下)との比較により、凝集体に複

数のCMFが存在することを確認できる (arrowheads， Fig. 4-6左下)。従来、仮道

管の二次壁は、厚さ数 nm(1本の CMF幅に相当)のラメラが積み重なって構成

すると考えられてきたが(今村ら、 1972b;8callan， 1974; Hirakawa and Ishida， 1981)、

水中 AFM観察の結果、二次壁のラメラは CMFの凝集状態の違いのために 一

次墜のラメラよりも厚いことが明らかとなった。Cルσ凝集体の内部でCMFが強

く凝集しているのか、緩やかな集合体であるのかについては、実験の項に記した

AFMチップ回り込み効果のため解析が困難であるが、上記のように、観察時の

分解能が必ずしも一定ではなかったこと、また、走査速度を変えたときに像にゆ

らぎを生じやすかったことから、 CMF凝集体はかなり柔らかい可能性がある。

さらに、 CMFの束がねじれるように見える箇所も観察された (arrowhead， Fig. 4・

5 82)。前章までに、二次壁のセノレロ-7.が、比較的ストレスを欠く環境下にお

いて、主としてゆとして結晶化するとのモデルを提示したが、本章の観察結果

は、同筏の環境で CMFが自由に凝集する可能性を示唆している。凝集体がCMF

の自己凝集のみによって形成されたのか、 CMFと親和性のあるへミセルロース

が関与したのかについては定かでないが、いずれにせよ、拡大生長後の比較的ス

トレスを欠く時期には CMFが凝集しやすい環境下にあり、一次壁に比べて大き

な柔らかい堆積構造が形成されるとして理解することができる。

二次壁内表面のラメラ構造を詳細に見ると (Fig.4-5)、最内層のラメラ(二頭

矢印)、その直下のラメラ(単頭矢印)ともに、 CMF凝集体の聞に隙聞が認めら

れる。従来、仮道管二次壁のラメラについては、 CMFが密に堆積するため隙間
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のない薄層になるとする説と(今村ら、 1972b;Scallan， 1974)、ラメラに隙聞が残

るとする説 (KeπandGoring， 1975; Abe el al， 1991)があるが、上記の観察結果は、

古いラメラに隙間が残されたまま、新たなラメラが積み重なることを示唆してい

る。したがって、仮道管の二次壁の骨格構造は、 CMF凝集体の聞に隙聞を残し

た厚いラメラの積み重なりとして構築される可能性がある。このラメラ構造につ

いては、次主主の TEM観察でさらに検討する。なお、二次建のラメラ厚は、従来

想定されていた数 m よりもかなり厚いといえるが、細胞墜完成後(他成分の沈

着後)の最終的な厚さについては定かでない。これは、 CMF凝集体が、他成分

との相互作用、あるいは脱水により、変形 ・収縮する可能性があるからである。

以上のように、二次壁の cν[fが、比較的ストレスを欠く環境下で自由に凝集

化する可能性が示されたが、このような環境は、 CMFの配向変化にも効果を与

える可能性がある。 l章で述べたように、樋物締胞壁における規則的な CMFの

配向変化については、従来の微小管制御l説だけでなく、カイラノレネ7 ティック液

晶類似の配向回転構造として、これを物理化学的に捉える説が提示されている。

仮道管二次壁についても、 CMFが比較的ストレスを欠く環境下で自由に凝集し、

このような規則的な配向回転構造を形成する可能性がある。そこで、本撃におい

てその解析を試みた。Fig.4-5のSI、SI2、S2において、凝集した来状の C恥σが

ラメラを成し(二頭矢印)、以前に形成された表面(単頭矢印)の上に、異なる

角度で積み重なる様子が現れている。これは、 SI→ SI2~ S2と、 CMF配向が

仮道管内こうから見て右回りに変化する過程が、交差構造として現れたと考えら

れる。本章では、これ以上回転の規則的を解析するには至らなかった。CMF配

向の変化を解析するには多数の測定点が必要であるが、実験の項に記したように、

AFM ではそれが困難だからである。そこで、次章の透過型電子顕微鏡 (TEM)

観察により、二次壁CMFの配向変化を詳細に検討することとした。
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4. 4. 考察

来乾燥の一次壁形成表面における CMFは、ほとんど凝集せず、直線的で平行

に配列し、主として細胞壁の拡大方向に配向していた。さらに、 CMF同士の凝

集はわずかであった。一方、二次壁の CMFは凝集して太い束状となり、その堆

積構造は凹凸に富んでいた。2章において、一次墜セノレロースは、二次笠セ/レロ

ースよりも結晶化度が高く 、ストレス誘発型である熱力学的に準安定な三斜晶の

Iαlこ富むことを明らかにした。この要因として提案したのは、一次壁セノレロ」ス

の結晶化と細胞の拡大生長とが同時に進行するため、分子鎖方向に延伸ストレス

が発生し、それが結晶化に作用するとの考えである。本章の結果は、この考えを

支持するとともに、延伸ストレスが、結晶化 (Aオーダー)のみでなく結晶化に

より形成された CMFの堆積構造 (nmオーダー)にも影響を及ぼす可能性を示

唆している。そこで、 2:'i震で提案したセルロース結晶化のモデノレ (Figs.2-11a， b) 

に、本主主で得た CMF堆積構造についての知見を加え、新たに修正モテ・ノレとして

Figs. 4-8a， bに示し、メカニスムを考えた。このメカニズムにおいて、一次壁セ

ノレロースは (Fig.4-8a)、結晶化から細胞壁への堆積までの過程を通し、細胞拡

大にともなう分子鎖方向の延伸ストレスを受けやすいため、ストレスに引き起こ

された結品構造となるだけでなく、結晶化した CMFが直線的で平行に配向させ

られ、かつ CMF同士の凝集が妨げられて構築されるとした。

一方、二次墜の CMFがより巨大な凝集体を形成していたことから、二次鐙CMF

の堆積時には物理的ストレスがあまり作用せず、 CMFが自己凝集しやすい環境

下にあると仮定した。そこで二次壁セノレロースについても、 2章で提案したモデ

ルを修正し、次のようなメカニズムを提案する。三次壁セノレロースについては(Fig.

4-8b)、比較的ストレスを欠く環境下にあるため、結晶化から細胞壁への堆積4 ー

での過程を通し、ストレスの影響を受けない結晶構造をとるだけでなく、形成し
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Figure 4・8 Schematic representations of stressed (a) and relatively relaxed 

(カ)formation models for the tracheid primary (P) and the secondary (S) wall 
cν(fs. respectively， which may occur between the cellulose-synthesizing 
terminal enzyme complexes (TCs) on the plasma membran巴(PM)and cell 
wall to determine not only the crystalline structure but also the morpbology 
ofC恥仔s
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た CMFが自由に凝集して巨大な凝集構造を形成し、細胞墜を侍築していくとし

た。二次壁表面の形成メカニズムとしては、二次墜が一次壁に比べ巨大な CMF

凝集体から構成されるために、一次壁よりも厚いラメラが形成主れ、さらに配向

の異なる次のラメ ラが積み重なり、細胞E置を構築していくと考えた。

以上の結果は、従来の電子顕微鏡による C恥'1F観祭結果をどのように説明する

のであろうか。一次墜 CMfが直線的で平行に配列してラメラを形成し、交差し

ていたことは、原因 (1984)のモデル (Figト3)を実証する結果である。また、

一次壁 CMFが堆積するとき、その配向が仮道管車由の垂直方向に傾いていたこと

も、 Wardrop(1958)の結果と一致する。一方、今村ら (1972a)および Abeら

(1995a)は、仮道管拡大生長の初期段階においては、 CMFが仮道管のやや軸方

向よりに堆積し、拡大生長(放射方向)が進むにつれて、軸垂直方向に堆積する

傾向があると報告している。本章の AFM観察においては、拡大初期の幅の品目し、

仮道管に AfMチップを着地させることが困難であったため、拡大生長の後半期

にある仮道管を観察しており、今村ら (1972a)および Abeら (1995a)の結果

と矛盾しない。なお、彼らが報告したのは、形成直後の Cl¥.σが堆積するときの

配向であり、マノレテイネット成長説(例えば、 Roelofsen，1965)が指摘する CMF

堆積後の配向変化とは異なることに注意を要する。後者は、堆積後の CMFが細

胞の拡大による延伸力を受け、徐々に再配向させられることを意味する。一方、

Abeら(1995a)は、 CMF堆積時の配向に関する上記の観察結果について、次の

ように説明している。拡大生長の後半期に、 CMFが仮道管の軸垂直方向に堆積

することにより、放射方向(紬垂直方向)への拡大に歯止めがかかり、やがて拡

大生長が終了に向かうとする考え方である。これは、細胞が膨圧によって拡大生

長するとき、 CMFがどの方向に堆積するかということが、拡大方向を左右する

とする考えに基づいている(例えば、 Green，1980)。実際には、仮道管の放射方
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向への鉱大生長は、 CMFが車虫垂直方向に堆積した後も継続し、二次壁 Sl形成の

ごく初期まで終了しないため (Abeet a!， 1997)、特に拡大生長の後半期に形成さ

れる CMFについては、それが一次壁に堆積した後に延伸されるだけでなく、Cル[f

として形成される時点で、すでに細胞拡大のストレスを受ける可能性がある。ま

た、拡大生長の初期段階においても、 CMF配向が完全な車由方向ではなく、かな

り傾いて堆積するため(今村ら、 1972a;Abe et al， 1995a)、同様のストレスが発

生しうることを否定できない。 このように考えると、2章において明らかにした

ように、一次壁形成中にセルロースの結晶化度が一旦増加したことと、上記の今

村ら(1972a)および Abeら (1995a)の観察結果との相関の可能性が示唆され

る。仮道管拡大生長の初期段階においては、一次壁セルロースに対する延伸効果

が比較的弱く、拡大生長が進行するにつれてその効果が高まる可能性がある。

一方、二次壁 CMFの配向変化とその規則性については、不明な点が残った。

特に、二次壁構築時には、セルロースの結晶化による CMF形成とその堆積が、

比較的物理的ス トレスを欠く環境下で進行すると考えられるため、二次皇室 CMF

が自由に集合し (RevoJel a!， 1992)、カイラノレネマティックな回転構造(例えば、

Roland el a!. 1993; Revol el a!， 1992)を構築する可能性についての疑問である。そ

こで、次章の TEM 観察においては、二次壁における CJ官 配向変化の規則性を

詳細に解析する。
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第5章透過型電子顕微鏡によるミクロフィプリルの配向変化の解析

5. 1.緒言

近年、植物細胞壁の形成過程におけるセノレロースミクロフィプリノレ (C肘σ)配

向の変化を、微小管による生体制御(例えば、 Helperand Plalevitz， 1974; G山山崎組d

Hardham， (982)だけでなく、セルロース自身の液晶形成に帰する考え方(例え

ば、 Rol加 det al， 1987; Vian and Reis， 1991; Revol el al， (992)が示されている。両

説は、形成直後の CMF群が配列して薄層(ラメラ)を形成し、これが積み重な

って細胞壁骨格を構築するという点で一致しているが、ラメラが積み重なるとき

に CMFの配向が変化する理由を異にしている。微小管制御説の根拠は、原形質

膜のすぐ内側に存在する表層微小管と、 CMFの配向がよく一致すること(例え

ば、 Helperand Plalevi位、 1974;Gllnning飢 dHardhan1， 1982; Seagull， 1989)、そして

コJレヒチン処理で微小管の重合を阻害すると CMFの配向に乱れを生じたり、一

方向だけに配向が偏る現象を生ずることである (Pickett-Heaps，1967; Helper and 

Plalevitz， 1974; Itoh， 1976; T:依巴daand Shibaoka， 1981; Seagllll， 1989)。針葉樹仮道管

についても、CMFと微小管の配向の一致を示す多くの研究結果がある (Fujitael al， 

1974; Hir政awa，1984;伊東、 1986;Lnornata el a/， 1992; Abe el a/. 1995a; Abe el a/， 

1995b)。その一方で、様々な植物の表皮細胞 (epidermalcell)、柔細胞 (parenchyma

cell)、石細胞 (stonecell)、厚角細胞 (collenchymatouscell)、スクレレイド (sclereid)、

道管要素 (vess巴1element)などの細胞墜には、カイラノレネ7ティック液晶類似の

規則的な CMF配向回転構造(ヘリコイド惰造、 Fig.ト2)が存在することが示さ

れてきた(例えば、Kishiel al， 1979; Nanko el al， 1978; Nevllle and Levy. 1984; Roland 

el al， 1987; Vian and Reis. 1991; Roland el al， 1993)。ヘリコイド構造は、ほぽ同時

期に形成された CMFがラメラとして細胞壁に積み重なるときに、一定の角度で

配向を回転させるカイラルネマティック液晶類似の機造である。当初は、セノレロ
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ース骨格に他の多緩類が側鎖となって機能する結果、液晶類似の構造が形成され

ると考えられていたが (Vianand Reis， 1991)、セルロース結晶自身が、このカイ

ラ/レネ7 ティック液晶類似の構造を形成できることが明らかとなっている (Revol

el a/， 1992)。針葉樹仮道管あるいは仮道管と同傑の二次壁構造を有する広葉樹木

部繊維についても、厚層3層 (SI，S2， S3)聞の移行層 (SI2，S23)に、不完全な

がらへリコイド構造が存在するとの報告がある (RoJand釦 dMosiniak:， 1983;原因、

1984)。

現在のところ、 CMfの配向が生体制御されているのか、あるいは物理化学的

な液晶形成同様のメカニズムで規則的に変化するのかについては、針葉樹仮道管

を含めて混沌としている。生体制御に関わる微小管の運動には、細胞質の骨格た

るアクチンフィラメン卜や中間繊維が関与するとの考え方が提示されているが

(Seagull， 1991)、ヘリコイドのような CMf配向変化を制御できる系であるかど

うかは不明である。一方、自発的なカイラノレネ7ティック構造形成を支持する現

象として、コルヒチンによって微小管の重合を阻害したときに、ヘリコイド格造

の回転周期は変化するものの、ヘリコイド構造自体は形成されるとの報告 (Vianel

a/， 1982)がある。さらに、セノレロース結晶自身のカイラノレネ7 テイシク構造形

成能 (Revolel a/， 1992)を考慮すると、上記の表皮細胞など CMFの規則的な配

向回転構造が連綿と引き続く細胞壁について、配向変化の推進力 (drivingforce) 

がカイラノレネ7 ティック構造形成能である可能性を否定できない。上記の Roland

とMosiniak:(1983)は、広葉樹木部繊維の二次壁移行層 (SI2，S23)における CMF

の配向変化を、カイラノレネ7 ティック構造の形成として捉え、厚層3層 (SI，S2， 

S3)については、何らかの理由により CMF配向が変化しないと考えた。本章で

は、現時点におけるカイラノレネマティック構造形成説と微小管制御説それぞれの

妥当性を踏まえ、針葉樹仮道管二次壁における CMF配向変化の制御について、
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RolandとMosiniak(1983)の提案を一部変更して、次のように仮定する。まず、

移行層 (S12， S23)における CMF配向の変化は、 jJイラ/レネマテイシク構造の形

成である可能性が高いとする。これは上記の理由に加え、前主主に述べたように、

二次壁 CMFが物理的ストレスを欠く環境下で、自由に構造形成できると推定で

きるからである。次に、厚層 3層 (SI，S2， S3)において CMF配向があまり変化

しない原因を、微小管による制御ではなu、かとする。 この考えの妥当性をはかる

ために、まず、移行層 (SI2，S23)におけるcισ配向変化の詳細を明らかにし、

カイラノレネ7 ティック液晶を示唆するほどの規則的な回転構造であるか否かを確

かめる必要がある。

仮道管二次墜の移行層 (S12， S23) における CMF配向の変化については、仮道

管内こうから見て常に時計回りに変化する説と (Rolandel al. 1987)、SI2とS23

では回転の方向が異なり、 S2を境に反転するとする説(例えば、 Abeetal，1991;

1992)の相反する 2説がある。しかし、いずれの説においても、 CMF配向の回

転周期あるいは角度変化の規則性については不明な点が残されている。一方向回

転型モデノレは、 Rolandと Mosiuiak(1983) が、広葉樹木部繊維の二次壁移行層

(SI2， S23)に観察した不完全なヘリコイドパターン、すなわち「セミヘリコイ

ド (NeviUeand Levy 1984) Jパターンの解釈から導かれたものであり、 CMF配

向が徐々に変化することは確かであるが、一定の角度で回転するのか否かが定か

でなく、回転方向の解釈についても疑問が残ることは、 1章にも述べたとおりで

ある。一方、 52を境に CMF配向の回転が反転するとの説は、 TEM または SEM

により 、細胞壁の内表面(形成面)や壊裂面などに現れた CMFを観察した例に

多い。この手法でヘリコイド構造のようなラメラの積み重なりを解析するために

は、細胞壁の形成に伴フ CMFの配向変化を定量的に解析し、 3次元の積み重な

りを再構築する必要があるが、従来このような定量解析は行われていない。以上
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のように、確固とした解答が得られていない状況で、二次壁の CMF配向の変化

とその規則性を定量的に明らかにすることは、現象解明としての意義はもちろん、

加えて二次壁 CMFが堆積する際の物理化学的環境を推定するという意味におい

ても、すでに 2~4章でA行った提案を確証するために重要である。

そこで本章では、レプリカーTEM法を用い、二次壁の形成段階を正確に区分

して、 CMF配向角度(ミクロフィブリノレ傾角)の頒度分布、配向が変化する際

の回転角度、回転方向を定量的に解析することにより、 CMFがどのように配向

を変化させ、ラメラが積み重なるのかを解析した。

83 



5. 2.実験

5. 2. 1.試料

早材を形成中の 33年生ヒノキ CChamaecyparisoblusa Endl.)、 35年生スギ

(Cryplomeriajaponica D. Don)、33年生アカマツ (Pinusdensiflora Sieb. and Zucc.) 

から、 2章と同様に木部分化帯のまさ毘切片(厚さ 60μm)を、さらに 3章と同

様に細胞壁形成段階別の板目切片(厚さ 60μm、ヒノキのみ)を切り出して供試

試料とした。なお、ヒノキは、 1988年 6月 23目、スギおよびアカマツは、 1990

年 6月 22日に、京都大学演習林(京都市)において採取した。これらの切片を

4章と同様に有効盗素濃度約 3%の次亜塩素酸ナトリクム溶液で処理し、仮道管

細胞壁の内表面(形成面)を露出させた。さらに蒸留水で洗浄後、第三ブ‘チノレア

ノレコーノレにより凍結乾燥し、デシケータに保存した。

5. 2. 2. レプリカ法ーTEM観察

-*部切片上の仮道管細胞壁の内表面に、白金パラジワムを 60度の角度で仮道

管軸方向から蒸着し、さらに回転試料台でカーボンを均一に蒸着して、レプリカ

膜を作成し、レプリカ膜の上からポリスチレンで補強した。これを 62%硫酸と

ジェフレー氏液に交互に浸せきして、木材成分を完全に溶解させた後(今村ら、

1972al、レプリカ膜が上になるようにトノレエン液の表面に浮かべ、ポリスチレン

を溶解させた。レプリカ膜を液面に浮かべたのは、膜の表裏を見誤らないためで

ある。 ト/レエン液表面に浮かぶレプリカ膜を銅メジシュにすくい、透過型電子顕

微鏡 CTEM;日本電子製兄M-IOOC)を用いて、加速電圧 100kVで観祭した。CMF

配向の細胞輸に対する角度(ミクロフィプリル傾角)の測定には、 8000から 20000

倍の TEM 写真を用い、ヒノキ放射墜(まさ自)について TEM写真 92枚の 233
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箇所で、ヒノキ接線壁(板目)について TEM写真 48枚の 106箇所で、スギ放

射壁について TEM写真 96枚の 233箇所で、アカマツ放射壁について TEM写真

98枚の 221箇所でそれぞれおこなった。ミクロフィブリル傾角の測定は、仮道

管内表面に観察された Cl'vσのうち、約4度以下のばらつきで比較的平行に並ぶ

CMF群(ラメラ)ごとに平均の角度を測定した。ラメラの重なりの上下関係つ

いては、上層ラメラの存在により下層ラメラのシャドウイングが妨げられること

から判断した。ヒノキ放射壁の TEM写真 86枚の各々を4つの等面積のブロッ

クに区切り、傾角(配向)が異なるラメラ問の上下関係、を、各ブロックにつき以

下のように測定した。例えば、傾角 A、Bを有するラメラについて、 Bの上に A

が重なっていると判断できる箇所があれば、 1つのブロック内で同じ上下関係が

何箇所認められでも、 B から A への重なりとして 1回のみ数え、同ブロックに

逆)1頃の重なりが認められれば、同様に A から Bを1回のみ数えた。なお、ヒノ

キまさ目切片の一部は、金蒸着した後、走査型電子顕微鏡(日本電子製 JEM-

T330)を用いて観察し、仮道管の細胞笠形成段階を特定するのに利用した。
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5. 3 結果

5. 3. 1 ミクロフィプリノレ配向変化の規則性

仮道管二次壁における C恥仔配向変化の規則性を解析するため、まず、二次壁

形成段階別に CMF配向の頻度分布を調べ、変化の傾向を解析した。Fig.5・lに示

すように、ヒノキまさ目切片上において、仮道管細胞壁は壁形成の段階)1頃にー列

に配列していた。そこで、 SEM観察において、最初に SIの堆積が認められる仮

道管を NO.lとして、壁形成が進行する)1民に NO.15まで、仮道管:7IJに番号付けし

た。これは、以下の CMF配向の解析において、壁形成段階を明らかにするため

である。手1)Nos. l ~2 の仮道管は、 SI を堆積中、 NO.3 の仮道管は S I 2 、 Nos.4~8

の仮道管は旬、 NO.9 の仮道管は S23 、 Nos.13~ 1 5 の仮道管はおあるいはいぽ状

層を堆積していた。同一ブロックから得た他のまさ目切片についても同様に観察

し、仮道管列と二次壁形成段階の関係が、ほぽ同じであることを確認した。

Fig. 5-2に、ヒノキ仮道管の二次壁内表面(形成面)の TEM像を示す。前主主の

AFM像に比べ、より詳細な構造が現れているように見えるが、これは、シヤド

ワイング効果によって細かな凹凸構造のエッジが強調されているためである。こ

のため、個々の CMF配向が明瞭となる反面、 AFMで観察されたような大きな凝

集構造は不明瞭となる。しかし詳細に見ると、同図中に矢印の頭 (arrowhead) 

で示したように、 CMFが集合して束状化している様子を随所に認めることがで

きた。 Fig.5-2において、 SI、S2、S3いずれの内表面でも、比較的平行な CMF

配列が2方向にラメラを形成し、交差構造を呈していた。ラメラの交差構造は、

CMFが配向を変化させた結果であるから、二次墜における CMF配向の変化の規

則性を考えるにあたっては、この構造を定量的に解析することが必要であるa な

お、従来の報告では、 S2に交差構造はないとされてきたが、本観察においては、
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Figure 5-1 A radial section of differentiating xylem of 

Chall1oecyporis obruso (Japanese cypress). Developi時 tracheid
c巴llsforming th巴out巴r(81)， middle (82) and inner (S3) layers of 

lhe secondary wall are displayed. 

Legelld: j to 15: the tracheid numbers mentioned in the lexl. 

FigUl'e 5・2 Replica-TEM images ofnewly-fonn巴dCMFs on the 

S 1， S2 and S3 surfaces of deveJo.ping Chamaecyparis oblusa 
(.J apanese cypr巴S5)tracheid cell walls. 

Legend: Arrows、virhS， Z-helix: trach巴idaxjs and CMF angle毛
Arrow heads: Cル1Fbundles; S 1， 82 and S3・seeFigurc 5-1 . 
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Fig. 5-2のように、二次壁すべての壁層に2方向あるいは3方向の交差構造が認

められた。交差角度は、 Tableふlに示すように、 S2以外の壁層について約 20か

ら30度、 S2では約 10から 15度であった。このように、二次壁の全笠層に交差

構造が存在していることは、言い換えれば、 CMFが常に配向を変化(仮道管軸

に対して回転)させていることになる。そこで、 配向変化の傾向を解析するため

に、配向の回転方向と、回転角度を以下のように解析した。ヒノキ仮道管の二次

壁内表面(形成面)で観察された CMFについて、仮道管軸に対する配向角度(ミ

クロフィプリル傾角)を計測した結果を、 Fig.5-3の頻度分布図に示す。横軸は、

仮道管事由方向を O度、軸垂直方向を 90度とし、回転方向については S/Zらせん

の角度であらわした。同図右には、 S/Zらせん表記法を示す。上段は SIから S12

形成中の比較的若い仮道管からの測定結果、中段はS2形成中、下段は、 S23から

お形成中の仮選管からのものである。この図において、配向角度の測定値は、

アノレファベット (A-M)で印したように集団化している。この理由としては、 cν!F

配向が回転する日寺に、上記のように 20から 30度の角度変化として起こるため、

つまり連続的ではなく段階的な角度変化をするため、その角度変化の足取りが、

集団化として頻度分布上に現れたと考えられる。 Aから M の配向角度群 (angle

group)それぞれの平均角度を Table5-2に示す。隣接する配向角度群(例えば、

AB問)の角度差が、 S2を示すG，H， 1間について 12度前後と小さく、その他の

皇室層については約 20から 30度であり、 Table5-1の交差角とよく一致することか

ら、上記の考え方が妥当であることが示される。そこで、これらの配向角度群が、

二次壁形成のどの時期にどの11頂で現れたかということが、 CMF配向の変化傾向

を表すと考え、詳細に調査した結果を Tabl巴 5-3に示した。この表は、より形成

層に近い仮道管(仮道管 No.llから ABCの配向角度が測定され、それよりも一

列成熟側にある仮道管制0.2)からはDを加えた ABCDの角度が、さらに成熟
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Table 5-1 Crossing angles ofC恥1Fsobserved on the newly-
formed cell wall surfaces 

Species 
Cross凶gangles [averages， degrees] 

SI SI2 S2 S23 S3 

Chamaecyparis obtusa[R] 23-26 23-25 13-16 25 20-21 
(4-6) (4) (2-4) (6) (3--1) 

Chamaecyparis obtusa[T] 18-26 22-24 11-14 23 22 

Pinus densiflora [R] 22-23 23 12-14 20-22 23 

Clypromeria japonica [R] 19 19-20 10-12 22 20-21 

Legeod: R: radial wall; T: tangential wall; SI， S2 and S3: see Fi忠Ire
5-1; S 12 and S23: transitional layers仕omSI to S2 and仕o01S2

to S3; ( ): standard deviation. 

Note: Averages are calculated for each tracheid in which the layers 

仕omSI to S3 appe紅巳d

Table 5-2 Angle groups ofC恥σorientationobserved 011 
the newly-formed radial ceU wall surfaces 

Helix I C恥1Fangles [averages， degrees] 

Angle groups Chamaecyparis Pinus Cryptomeria 
obtusa densiflora }aponlca 

A S42 (1.6) S70 S24 

B S69 (2.6) Z84 S48 

C S88 (3.4) Z56 S60 

D Z70 (3.3) Z33 S8J 

E Z47 (4.2) 'Z35 S81 

F Z23 (4.2) 市Z24 Z64 

G 'Z38 (2.7) 'ZII Z42 

H ホZ26(2.1) Z35 命Z25

*Z14 (2.3) Z55 本Z14

J Z31 (7.2) Z77 'Z6 

K Z57 (4.0) S79 ホS4

L Z84(4.1) ZJ6 

ルI S77 (4.0) Z57 

N Z85 。 S73 

Legend: A to 0 : see text and Fig. 5-3 ; S: S-helix; Z: Z-helix (see 
Figure5-3); *・observedfor S2; ( ): standard deviat.ion. 
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Figure 5・3Frequency distributions of Cl'v仔 orientationangles 
for Chamaecyparis obtusa (Japanese cypress) tracheid cell walls 
(Left) together with a schematic showing of the S-and Z-helix 
expression (R.ight). 

Note: CMF angle groups marked by alphabet letters (A to M) 
typicaUy appear巴din an alphabetical order during cell wall 
d巴velopme口t(see table 5-3). 
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Figure 5-4 Schematic showing ofC恥1Frotation observed on the 
developing tracheid wall surface of Chamaecyparis obrusa 
(J apanese cypress). 

Legend : A to M : angle groups (see Fig. 5・3and text); S 1， S2 and 
S3: see F思Ire5-1; S12 and S23: transitional layers from SI to S2 
and from S2 to S3 . 

90 



Table 5・3Tracheid numbers and angle groups of Cν【Forientation 
found on the tracheid of each number 

Tracheid 
Angle groups found 00 radial walls 

numbers Chamaecyparis Pinus CjrvαpptoonmICea na obtusα densiflora 

A ~C A， B A~E 

2 A~ D A， B A~E 

3 、 C~F B ~ D D ~G 

4 G~ [ E~G H ~ J 

5 G ~ [ E~G H~J 

6 G ~ J E~G H ~ J 

7 G ~ [ E ~ G H ~ K 

8 G ~ I E~G 日 ~K

9 J ~ L E~G H ~ K 

10 L， M E~G H ~ K 

11 L， M E~G H ~ K 

12 L， M E~G L~N 

13 E~G N， 0 
14 H ~ J N， 0 
15 r ~ K 

16 J， K 

Legend: Tracheid numbers: see text and Fig. 5-1 ; A to 0・angle

groups in Fig. 5-3 and Table 5-2. 
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倶.11(No.3)では ABの角度はもはや測定されず、 CDEFの角度が測定されたこと

を意味する。このことから、 CMF配向が変化する方向は、 Aから Mへとアルフ

アベット順に回転する方向であることが示唆される。 この変化を模式的に表した

のが Fig.5-4である。①仮道管二次皇室の CMF配向は Sらせん 40度付近を起点

として、仮道管内こうからみて時計四りに回転を始め (A → B → C: SI形成

期)、②執垂直方向 (90度)を超え (C→ 0:SI形成期)、③ Zらせんとなっ

て軸方向 (0度)に近づき (0→ E→ F:SI2形成期)、④ Z25度付近に達し

た後 (G→ 日→ 1: S2形成期)、⑤逆回りに回転し (J→ K:523形成期)、

⑥軸垂直方向 (90度)付近で停止する (L→ M ・S3形成期)。すなわち、二次

援における CMFの配向挙動として、 Sらせんの SIから、まず内こうから見て時

計四りに回転し、Zらせんの S2に達した後は反時計回りに回転して軸垂直方向

付近の S3に遣するとUづ変化を示す結果となった。これは、 S2を境に CルfF配

向の変化が反転するとする説を支持するものである。もし、 Rolandら(1987) 

が提案するように CルfF配向が一方向のみに回転するのであれば、上記④の後、

時計四りに回転を続ける CMF配向が、 0度から S40度の聞に現れるはずである。

しかし、そのような配向挙動は見つからなかった。ここで、本実験においては仮

道管細胞壁の形成段階別に統計的な解析をしており、現象の偶然性は考慮されに

くいことを述べておく。

上述したように、 CMF配向が変化するときの角度が、かなり一定であること

は、 Tabl巴5-1とFig.5-3の頻度分布図に現れている。これらの結果は、 CMF配

向が、配向変化の折り返し点である S2形成時を除けば、 20から 30度の角度で

段階的に(不連続に)変化することを示しているo つまり、 CMF配向が SIから

S2へ変化するとき、および52から 53へ変化するとき、一定の角度で規則正しく

回転することになる。この規則性は、仮道管二次壁の移行層における CMF配向
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変化を、カイラノレネ7 テイシク構造の形成であるとする説 (Nevilleand Levy. 1984; 

Roland er al， 1987; Vi飢 andReis. 1991; Revol et al， 1992)を支持するものである。

なお、以上の結果は、ヒノキ仮道管の放射壁(まさ目)だけでなく、後線壁(板

目)についてもほぼ同様であった。さらに、スギ、アカマツの放射墜についても

同様の結果となった。

5. 3. 2. ミクロフィブリノレ配向変イ乙とラメラの積み重なり

上記のように、ラメラの交差矯造が二次笠全壁層に認められたことから、二次

壁の骨格構造は、 CMF配向の異なるラメラが、次々と積み重なることによって

構築されると考えられる。 しかし、 CMF配向が SIから S2へ変化するとき、お

よび S2から S3へ変化するとき、それぞれ時計回りおよび反時計回りに回転する

だけでは、厚層 3層 (SI，S2， S3)がどのようにして肥厚するのかを説明できなし、。

CMF配向は常に変化しながらもラメラを堆積させ、壁を肥厚させている。これ

を矛盾なく説明する一つの考えとして、 Cル1F配向の逆回転を考えることが挙げ

られる。つまり、二次壁全体を通じての CMF配向回転の規則性は上記解析のと

おりであるが、厚みを持つ SI (配向角度群の ABC間)、 S2(同 GHl問)、 S3(同

LM問)を肥厚するときは、lE.逆反復の回転が生じることにより、壁層の厚み

を摺すのではないかという考えである。そこで、交差構造を示す2方向の CMF

の上下関係を調べ、配向角度群 (Fig.5-3)のアルフアベット順に上に積み重な

っていれば規則通りの疋回転、反対ならば逆回転として解析した。結果を Fig.5-

5に示す。縦軸は、アノレファベット11慎に回転する頻度に対するその逆方向への回

転頻度の比率を示す。例えば、横軸 ABにおけるグラフ内の数字 2/4、頻度比 0.5

とは、Aから Bへの正回転頻度4に対し、 Bから Aへの逆回転頻度が 2であり、

逆回転頻度比が 0.5であることを示す。この解析により、移行層 312(CD，DE，EF) 
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とS2J(JK， KL)においては、逆回転がほとんど起こらないのに対し、 Sl(AB， BC)、

S2 (GH‘Hl， GI)、 S3(LM)の厚層3層を堆積する聞には CMFの正 ・逆反復回

転を頻発することが明らかとなった。さらに、この現象を確認するため、ヒノキ

仮道管 Szの堆積面をステレオ観察した。 Fig.5-6aはステレオ像、同図 bはCMF

積み重なりのスケシチ、同図 cは正 ・逆回転による堆積の模式図である。 CMF

は、配向角度群の Hに属する角度と Gに属する角度の問で、反転を繰り返して

積み重なっていく (Fig.5-6cのa→のことが確認された。以上の結果をまとめ

て、仮道管二次墜における CMF配向回転とそのラメラ積み重なりについてのモ

デノレを Fig.5-7に提示した。おうぎ形の黒矢印は一方向の回転、白抜き矢印は配

向の反復を示す。①仮道管二次墜の CMF 配向は、約 20~30 の角度 (S2 以外)

をおいて段階的に規則正しく変化する。② CMF配向の回転方向は Sl層から S2

層までは、内こうからみて時計回り、 S2層から S3層までは反時計回り。③た

だし、 SI、旬、 SJの 3層を堆積する聞は、配向が振動するように反復して笠層

の厚みを増す。

仮道管二次壁のラメラについては、 C孔σが同一方向に密に並んで堆積するた

め、隙聞のない薄層として形成されるとする説と(今村ら、 1972b;Scallan， 1974)、

ラメラには隙聞が残るとする説 (KeπandGoring， 1975; Abe el a!， 1991)があるが、

本章の観察結果は前章と同様、ラメラに除、問が残ることを強く示唆している。こ

の理由は、二次壁内表面において、ラメラが常に 2方向あるいは3方向に交差し

ていたことによる。もし、今村ら (1972b)が提案したように、同一方向の CMF

が堆積を続け、最終的にラメラに隙聞を残さないのであれば、最内層(表層)ラ

メラが下層ラメラに完全に覆い被さった状態、すなわち交差構造を示さない状態

が観察されるはずであり、もとより 3方向の交差構造は観察されないはずである。

したがって、ラメラが積み重なるときには、古いラメラに隙聞を残したまま、配
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Figure 5・7Sch巴maticrepresentation of CMF rotation in the trach巴id
secondary wall. 

Note: Blackむrowson sectors show unidirectional CMF rotation which occurs 
s!epwise. by 20 to 30 degrees， wher巴as."Yhite arrows represent repeating 
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Figure 5・8A model for the superimposed lamella structure in tracheid 
secondary wall. There are ce口ainspaces remained between CルfFaggregates in 
each lamella (A-C). 

Note: CMF aggregates are expressed as a bunch of four or five CMFs for 
simplicity in drawing. 
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向の異なる新たなラメラが積み重なると考えられる。前章の AFM観察結果を考

慮すると、二次Mの骨格構造は、 Fig.5-8のような CMF凝集体の間に隙間のある

厚いラメラが、 Fig.5-7のように常に配向を変化させながら積み重なることによ

って構築されると考えられる。前章に記したように、ラメラの厚さについては、

なお不明であるが、少なくとも従来想定されていた数 lunの厚さ (1本の CMF

幡に相当)よりもかなり厚いと考えられる。さらに、このようなラメラ中の隙聞

には、他の壁成分(リグ、ニン、ヘミセノレロース)が沈着するのではなし、かと推定

される。
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5. 4.考察

本章では、仮道管二次壁における CMF配向とその変化の規則性を明らかにす

るため、ヒノキ、スギ、アカマツの二次壁内表面(形成面)をレプリカーTEM

法で観察し、 CMF配向の頻度分布、回転角度、回転方向を定量的に解析した。 CMF

の配向は、ほぽ一定の角度 (20~30 度)で段階的に変化し、 S l から S2 までは仮

道管内こうからみて時計四りに、 S2からむまでは反時計回りに回転していた。

一方、厚層3層 (SI，S2， S3)においては、 CMF配向が変化を続けながらも一方

向に大きく回転せず、振動ともいえる反転 (S2 を除き 20~30 I支)を繰り返して

いた。移行層 (SI2，S23)における CMF配向の変化は、カイラノレネ7 ティック液

晶類似の構造が形成されたことを示唆する規則的な配向回転であった。これは、

前章にも述べたように、二次墜の形成が物理的ストレスを比較的欠く環境下で進

行するため、 CMFのカイラノレネマティック構造形成能が、物理的に阻筈されな

いとする考え方を支持する結果である。一方、このような CMFの配向変化が、

微小管により制御された可能性も否定できなし、。 しかし、緒言の項に記したよう

に、現時点においてはカイラルネマティシク構造形成説、微小管制御説それぞれ

の妥当性を踏まえ、規則的な CMF配向変化を示した移行層 (S12，S23)について

は前者の観点から、厚層 3層 (SI，S2， S3)における配向制御は後者の観点からと

らえることを提案したい。なお、厚層3層についても、カイラノレネマティック構

造形成中に、 CMF配向の回転方向を左右するような何らかの因子 (pH、電解質

濃度等)に変化があったとして理解することが可能であるが、 S2を境に回転が

反転した理由は不明である。

植物細胞壁における CMFの配向変化を、へリコイド・パターンから分析した研

究は数多いが、回転角度を詳細に測定した例はわずかである。緑藻類のマガタマ

モ (Boergeseniaforbesii)の場合、主たる CMF配向は直交する 2方向であるが、
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その問に、配向が約 30度づっ回転する移行層の存在が認められている (Mizuta釦 d

Wada， 1981)。また、 NevilleとLevy(1984)は、既往の研究に示されたへリコイ

ド、パターンの写真から、 CMF配向変化の角度を計算し(但し、 l枚のラメラ厚

を 10nmと仮定した)、 Oocystis(クロレラ目)、 Cymodocearotundata (イバラモ

自)、 Equisetumhyemale (トクサ自)についてそれぞれ 20度、 22度、 40度の値

を得ている。仮道管二次壁も含めてほとんどの場合、約 20から 30度の回転角度

であったことは非常に興味深い。今後、異なる生物種、細胞種間で、回転角度の

共通性が見いだされれば、細胞壁 CMFの配向制御とセルロース液晶構造との関

わり、液晶形成説の妥当性についてもさらなる知見が得られ、分子レベルから細

胞壁構造まで構造形成のメカニズム解明の一助になると考えられる。
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5. 5.針葉樹仮道管細胞壁のセルロースミクロフイプリル堆積構造

4章と 5章においては、液中モード AFMおよび TEM解析により、仮道管の

細胞墜骨格としてのセノレロースミクロフィブリノレ (CMF)堆積構造が、一次壁

と二次壁の聞で著しく異なることが明らかとなり、 2・3章で述べたセノレロース

結晶化に対する物理的作用が、より高次な CMFの堆積構造にも影響しうること

が示唆された。一次壁の CルF はあまり凝集せず、主として細胞の拡大方向に配

列して、細胞壁の内表面に薄いラメラを形成していた。一方、二次壁の CルE は

凝集して厚いラメラを形成すること、およびその配向変化挙動に規則性があるこ

とを見いだした。この CMF堆積構造の相違から、一次護形成に伴う細胞の拡大

生長に起因する物理的作用が、セノレロースの結晶化のみならず、結晶化により形

成された CMFの凝集 ・ラメラ形成など堆積矯造に対しても影響を及ぼす可能性

が示唆されたため、さらにメカニス'ムのモデノレ化を図った。次章においては、 2

から 51ままでの結果をまとめ、セルロースの結晶化から CMFの堆積に至るまで

細胞壁骨格の構築メカニス、ムを考察する。
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第6章 セノレロースミクロフィブリノレの形成から細胞壁骨格構築までのモデル

前章までの結果から、仮道管の一次壁から二次壁へ、 CMFの骨格であるセル

ロースの高次構造と細胞壁の骨格である CMFの堆穣構造が同時に変化すること

が判明した。一次皇室セノレロースは、二次壁セルロースよりも結晶化度が高く、ス

トレスの発生によって結晶化すると考えられる Iαに富み、さらに結晶化したCMF

がほとんど凝集せず、主として細胞の拡大方向に平行に並んで堆積し、一次墜を

構築していた。一方、二次壁セルロースは、ストレスのない状態で結晶化すると

される Isを主体とし、さらに結晶化した CMFが一次墜に比べ巨大な凝集体とし

て東をなし、規則的に配向を回転させながら堆積して二次壁を構築していた。こ

れらの結果は、一次壁セノレロースが結品化し CMFとして堆積する過程が、細胞

の拡大生長と同時に進行するため、その細胞拡大に伴って発生した延伸カによっ

て、ストレス誘発型 (stress-induced)の高次構造形成が引き起こされたとする仮

説を導いた。一方、二次墜については、比較的ストレスを欠く環境下で、セルロ

ースの結晶化、 CMF形成、壁への堆積が生じ、ストレス解放型 (stress-free)の

高次構造形成をするという仮説が導かれた。これらの結果をまとめ、仮道管のみ

ならず、布宣物細胞壁の構築に適用する ことが可能な一つのモデ‘ノレとして、セルロ

ースの結晶化による CMF形成そしてその堆積による細胞壁形成のメカニズムを、

以下のように提案する (Figs.6-1 a， b) 

セノレロースが日グノレカンとして生合成され、中間相を経て結晶化し、 CM下とし

て堆積するまでの問、分子鎖の両端は、原形質膜上の TCsと、すでに結晶化し

て細胞壁の一部となった CMFにそれぞれ連結するため、分子鎖方向にストレス

を受けやすu、。特に、一次壁の形成時には (Fig.6-la)、細胞が放射方向に拡大

生長するため、原形質膜が伸展する一方、細胞鐙は強く引張されており、膜 ・壁

の聞で生合成直後のセノレロースが延伸ストレスを受けやすし、。その結果、高分子
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グノレの延伸結晶化と同様に、結晶化度が高まるとともにストレスの存在下で 10.

相が結晶化する。さらに、結晶化した後も延伸されるため、 CMFは自己凝集で

きず、直線的に配向させられて堆積するD しかし、原形質膜および細胞表層付近

の流動性により、ストレスはやがて緩和されるため、次のストレスが、 Iαの結晶

化に必要なエネノレギーに達するまでは、一次壁においてもゆとして結晶化する。

その結果、一次墜セルロースの結晶組成は、 Iα Isの混合相となる。興味深い

ことに、本研究では、その組成が約 50 50となり、この組成比は、他の纏物

種の一次壁についての報告値と一致する。これは、細胞の生長様式とセノレロース

結品化との関わりについて、何らかの意義を持つ値ではなU、かということが示唆

される。

一方、二次壁のセルロース (Fig.6-1 b)は、このような物理的ストレスを受け

る機会が少ないため、主として I~として結品化する。 その結果、二次墜セルロ

ースの結晶は、 I~に富む組成を示すようになる。 本研究では、 Iα ・ 1日 比として約

20・80を示した。さらに、このような比較的ストレスを欠く環境下においては、

セルロース結品化により形成された CMFが自由に凝集するとともに、そのカイ

ラルネ7 ティック構造形成能が物理的に阻害されないため、規則正しい CMF配

向回転構造を構築することができる。

以上のメカニズムは、針葉樹仮道管についての解析結果をもとに、提案したも

のであるが、他の織物細胞壁の構築についても、少なくともその一部は適用され

るものと考える。この観点から、他の植物種についての検討が今後必要とされる。

103 



第7章結論

針葉樹仮道管細胞壁のセルロース高次構造とそのミクロフィブリノレの堆積構造

を細胞鐙形成の段階)3IJに解析することにより、これらの構造が一次壁から二次墜

へ同時に変化することを明らかにした。さらにその結果から、一次壁セルロース

が高次情造を構築する際には、物理的なストレスを受けると考え当セルロース』こ

ストレスを与えるメカニスムを細胞拡大によるセノレロース延伸によるものとして、

分子レベノレの結品化から7 クロな細胞笠骨格の形成に至るメカニス、ムをモデノレ化

した。

1.セノレロースの結晶形、結晶化度、分子配向が、次のように変化することを、

顕微 FT-1R法により明らかにした。さらにこれらの結果から、 一次壁セルロ

ースの結晶化が、細胞の拡大生長にともなう延伸結晶化として理解できるこ

とを示した。

① 一次壁セルロースが、ストレスの発生によって結品化するとされる Iα相

に富み、 Iα:Isが約 50: 50であるのに対し、二次壁セ/レロースでは Is相

を主体とし、その比は、約 20・80であった。

② 一次壁セルロースの結晶化度が二次壁セノレロースよりも高く、約 70%で

あるのに対し、二次壁セルロースでは約 60%であった。

@ 一次壁セルロース分子が、仮道管軸に対して垂直方向(細胞の拡大方向)

に配向するのに対し、二次壁セルロースは軸方向に配向していた。

2.一次壁から二次壁へ Isに比べ Iαが相対的に減少することが、 X線回折法に

よっても支持された。 また、この現象は仮道管の放射~と接線墜ともに認め

られた。

3.セJレロースミクロフィブリノレ (CMF)の堆積構造を、来乾燥のまま原子間

104 



力顕微鏡で綴察し、一次壁CMFに対する延伸ストレス在示唆する結果を得た。

これは、一次墜の CMFが凝集せず、主として細胞の拡大方向に平行に配列し

て薄いラメラを形成していたことによる。一方、二次壁の CMFは、一次墜に

比べ巨大な凝集体を形成して東となり、厚いラメラを積み重ねることを明ら

かにした。

4.二次壁 CMFの配向が規則正しく変化してカイラノレネマティック液晶類似

の構造を成すことを、透過型電子顕微鏡観察によって明らかにした。この結

果、二次笠 CMFの堆積が、比較的ストレスを欠く環境下で進行する可能性が

示唆された。

5.以上の結果をもとに、仮道管細胞壁構築のメカニズムをまとめ、植物細胞

壁構築メカニズム解明の基盤となるようなモデルを提案した。一次壁セノレロ

ースが、細胞拡大による延伸ストレスを受け、ストレスに引き起こされた結

晶構造である lα相に1富む CMFを形成することに始まる壁層形成モデノレと、

ストレスをあまり受けずに自発的に Is相を結晶化することから始まる二次壁

形成のモデノレを提示した。

本研究は、仮道管セノレロースの高次構造を解析し、その変化をもたらすメカ

ニズムを探求することから出発した。一般に生体系におけるメカニズムは複雑で

あることが多い。しかし、細胞壁セルロースの高次構造形成、さらにそのミクロ

フィブリルとしての構造形成に関しては、物理化学現象として理解できる点が多

いと考えられる。その理由は、セノレロ」スが水素結合や液晶形成など自らの力

(driving force)によってより高次な構造を形成できるからである。本研究では、

中間相のセルロースに対し絢胞拡大による延伸ストレスが生じた場合、セルロー
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スが自発的に結晶化する場合とは異なる構造が形成されると考えたa 提案したモ

デルを支持する興味深い事実として、拡大生長を続けるタイプの海藻のセルロー

スが laに富む一方、拡大生長終了後に二次壁を肥厚する高等樋物のセルロース

が Isを主体とすることが、 Atallaと YanderHart(1984)によっても指摘されてい

る。さらに、高等植物のセルロースであっても、細胞の鉱大成長中に形成される

一次壁セルロースについては Iαに富むことが、本研究以外でも報告されている

(Smith el al， 1998)。したがって、コットンやラミーなど、拡大生長後に二次壁

を形成する他の細胞壁セノレロースについて、その高次構造の変化を研究する必要

性が高まったといえる。様々な細胞壁セルロースの高次構造が研究 ・比較されれ

ば、その構築メカニズムに対する理解が深まり 、そのメカニズムを利用したセル

ロース構造の人工的な制御も可能になると期待できる。本研究で得た知見も、 in

vilroな系で実証し、かつ利用に結びつけることが求められよう。
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