
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acacia mangium の根における 

境界様細胞の生成と役割 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

遠藤いず貴 

 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acacia mangium の根における 

境界様細胞の生成と役割 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

博士論文 

東京大学 大学院農学生命科学研究科 森林科学専攻 

 

遠藤いず貴 

2013 
 

  



目次目次目次目次 

 

 

Ⅰ章 序論．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．1 

Ⅰ-1 根冠と根端構造．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．1 

Ⅰ-2 境界細胞．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．1 

Ⅰ-3 根の二次代謝物．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．3 

Ⅰ-4 酸性土壌のアルミニウム毒性と耐性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．3 

Ⅰ-5 木本植物根の強力なアルミニウム耐性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．4 

Ⅰ-6 Acacia mangiumの環境適性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．5 

Ⅰ-7 本論文の目的と構成．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．5 

 

 

Ⅱ章 Acacia mangium根冠の鞘状に発達する境界様細胞の特性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．7 

Ⅱ-1 緒言．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．7 

Ⅱ-2 材料と方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．9 

Ⅱ-2-1 A. mangiumの鞘状組織の形成の解析．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．9 

Ⅱ-2-1-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．9 

Ⅱ-2-1-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．9 

Ⅱ-2-2 A. mangiumとダイズの根端における菌類の確認．．．．．．．．．．．．．．．．．．10 

Ⅱ-2-2-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．10 

Ⅱ-2-2-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．11 

Ⅱ-2-3 A. mangium の鞘状組織とダイズの境界細胞の形成部位と生活性の観察 

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．11 

Ⅱ-2-3-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．11 

Ⅱ-2-3-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．12 

Ⅱ-2-4 A. mangiumとダイズの鞘状組織片および境界細胞の細胞数の計測．．13 

Ⅱ-2-4-1 植物材料と栽培条件 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．13 

Ⅱ-2-4-2 処理と解析方法 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．13 

Ⅱ-2-5 摩擦条件下での A. mangium とダイズの細胞離脱と根冠の組織学的解析 

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．14 

Ⅱ-2-5-1 植物材料と栽培条件 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．14 

Ⅱ-2-5-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．15 

Ⅱ-3 結果．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．17 

Ⅱ-3-1 鞘状組織の形成 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．17 

Ⅱ-3-2 鞘状組織と菌類の関連 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．18 



Ⅱ-3-3 鞘状組織片の生成部位と生活性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．18 

Ⅱ-3-4 鞘状組織片と境界細胞の生成量と離脱部位．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．19 

Ⅱ-3-5 鞘状組織片と境界細胞のムシゲル．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．20 

Ⅱ-3-6 摩擦条件下での鞘状組織片の剥離 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．20 

Ⅱ-4 考察．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．37 

 

 

Ⅲ章 A. mangiumの境界細胞と境界様細胞へのプロアントシアニジン(PA)の集積とその 

放出特性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．41 

Ⅲ-1 緒言．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．41 

Ⅲ-2 材料と方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．43 

Ⅲ-2-1 根端の PA集積の組織学的解析．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．43 

Ⅲ-2-1-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．43 

Ⅲ-2-1-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．43 

Ⅲ-2-2 境界様細胞と境界細胞の PAと生活性の染色．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44 

Ⅲ-2-2-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44 

Ⅲ-2-2-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44 

Ⅲ-2-3 摩擦条件下での境界様細胞と境界細胞の PAと生活性の染色．．．．．．．．．45 

Ⅲ-2-3-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．45 

Ⅲ-2-3-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．45 

Ⅲ-3 結果．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．46 

Ⅲ-3-1 A. mangiumの根端における PA の集積部位．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．46 

Ⅲ-3-2 境界様細胞と境界細胞の PA集積と細胞生活性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．47 

Ⅲ-3-3 摩擦条件下での PA の放出特性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．48 

Ⅲ-4 考察 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．59 

 

 

Ⅳ章 A. mangiumのプロアントシアニジン(PA)を集積した境界様細胞の土壌ストレスに 

対する役割 －アルミニウムと病原性バクテリアを対象として－．．．．．．．．．．．．．．63 

Ⅳ-1 緒言 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．63 

Ⅳ-2 材料と方法 ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1 A. mangiumとダイズの Al 処理．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1-2 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1-2-1 A. mangiumの根の伸長量の測定．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1-2-2 A. mangium根端の PA 集積と細胞系列の解析．．．．．．．．．．65 

Ⅳ-2-1-2-3 A. mangiumとダイズの根端に集積したAlの組織化学的解析 



．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．66 

Ⅳ-2-1-2-4 A. mangiumの根に集積する Al の定量分析．．．．．．．．．．．．．66 

Ⅳ-2-2 A. mangiumとダイズの無菌植物体へのRhizobium rhizogenes接種実験 

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．66 

Ⅳ-2-2-1 植物材料と栽培条件．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．66 

Ⅳ-2-2-2 接種源の準備．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．67 

Ⅳ-2-2-3 処理と解析方法．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．67 

Ⅳ-3 結果．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．69 

Ⅳ-3-1 Al 処理した A. mangiumの根の伸長と境界様細胞の離脱．．．．．．．．．．．69 

Ⅳ-3-2 A. mangium根端の PA 集積と細胞系列の解析．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．69 

Ⅳ-3-3 A. mangiumとダイズの根に集積する Al の染色および定量解析．．．．．70 

Ⅳ-3-4 A. mangiumとダイズの根でのバクテリアの増殖評価．．．．．．．．．．．．．．70 

Ⅳ-4 考察．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．78 

 

 

Ⅴ章 総合考察 －A. mangiumの根における境界様細胞の生成と役割－．．．．．．．．．．．．．80 

 

 

謝辞．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．83 

 

引用文献．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．84 



 1 

 

Ⅰ章 

序論 

 

 

Ⅰ-1 根冠と根端構造 

根冠は根端を鐘状に包む生細胞の集合体で、ほぼ全ての陸生植物に認められる。根冠は、

根が土壌中を伸長するときに頂端分裂組織を物理的に保護するとともに、土壌との摩擦抵

抗を低減させるという主要な役割を担っている(Bengough and McKenzie, 1997; 森田, 

2000; Iijima et al., 2008)。また、根冠は重力の感知や植物ホルモンの生産、土壌中にムシ

ゲルと呼ばれる粘液物質を分泌するという働きも持つ(森田, 2000; Barlow, 2002)。このよ

うに、根冠は植物全体の生育にとって必須の多くの生物的な機能の一端を担う重要な器官

である。 

根冠は、始原細胞の違いに基づき、中央部のコルメラと側方部の側根冠にそれぞれ区分

される (Wenzel and Rost, 2001; Wenzel et al., 2001)。各細胞はそれぞれの始原細胞から同

調して生産される(Dolan et al., 1993)。始原細胞から順次新しい細胞が生産されるにも関わ

らず、根冠がほぼ同じ大きさや鐘状構造を維持するのは、根冠の周辺部分を構成する細胞

が順次脱落していくためであるとされている(森田, 2000)。 

 

Ⅰ-2 境界細胞 

根冠周縁から離脱した細胞は、脱落時の結合様式に基づき、単体で分散する境界細胞

(border cell)と緩やかな結合を保つ境界様細胞 (border-like cell)に区別される(Hawes, 

1990; Hawes et al., 1998; Vicré et al., 2005; Driouich et al., 2007)。離脱する境界細胞は生

活性を有し、土壌中で 1 週間以上生活性を維持する場合もある(Vermeer and McCully, 

1982; Hawes and Pueppke, 1986)。境界細胞の脱落は大多数の植物で認められるが、脱落
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数は種や生育条件により大きく異なる(Hawes and Pueppke, 1986)。一般に、被子植物の根

端分裂組織の構造は、静止中心近傍での皮層、表皮、根冠組織の相互判別性から大きく 3

タイプ（閉鎖型、開放型、中間型）に区分される(Groot et al., 2004; Rost, 2011)。閉鎖型

から境界細胞がほとんど脱落しない一方、マメ科植物を含む開放型からは中間型や閉鎖型

の植物種よりも比較的多数の境界細胞が脱落し、開放型から離脱する境界細胞数は植物の

科レベルでおよそ 2オーダーの幅で異なる(Hamamoto et al., 2006; Heimsch and Seago, 

2008)。シロイヌナズナの根端は閉鎖型の分裂組織構造を有し、境界細胞の脱落をほとんど

認めない(Wenzel and Rost, 2001; Hamamoto et al., 2006)。境界様細胞の生成はシロイヌ

ナズナを含むアブラナ科植物と出根直後のイネにおいてのみ報告があり、シロイヌナズナ

では根頂端との接合部を残す場合がある(川田ら, 1979; Vicré et al., 2005; Driouich et al., 

2010)。 

 境界細胞は、離脱に伴い根端保護において種々の役割を果たすことが推定されている

(Hawes et al., 2000)。境界細胞は根端を覆うように離脱し、堅密な土壌では根冠から脱落

する細胞の数が増大することから、境界細胞が堅密土壌における物理抵抗に対して緩衝効

果を示すことが示唆されている(Iijima et al., 2003)。また、根冠から離脱した細胞はムシゲ

ルに交じって根圏に放出され、根と土壌微生物との相互作用にも影響を与えると考えられ

ている(Hawes, 1990; Somasundaram et al., 2008)。境界細胞や境界様細胞が根圏微生物の

集散や忌避に関与することは、多くの研究者によって報告されている(Hawes, 1990; 

Gochnauer et al., 1990; Hawes et al., 1998; Gunawardena and Hawes, 2002; Vicré et al., 

2005; Cannesan et al., 2011)。一方、根冠から脱落した境界細胞は根冠と同じ機能を持つ

細胞ではない可能性がある。エンドウマメの境界細胞で検出された 13 %のたんぱく質が根

端で不検出であったことから(Brigham et al., 1995)、境界細胞や境界様細胞は根端から離

脱後に新たな保護機能を有する可能性があり、境界細胞と根冠はそれぞれに異なる役割を

持つことが示唆された。しかしながら、根表面や根圏における境界細胞や境界様細胞につ

いて、それらの動態や離脱元の機能との関連の理解は極めて限られている。その理由の一
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部として、境界細胞や境界様細胞の根からの離脱容易性や単体や少数の細胞の動態捕捉の

困難性が挙げられる。 

 

Ⅰ-3 根の二次代謝物 

 植物根はフェノール性物質や揮発性物質などの種々の二次代謝物を産生する(Guillon et 

al., 2006; Yamaguchi and Sharp, 2010)。トリテルペン類の avenacinはオートムギ根表皮

に集積して病原感染防御に関与する(Osbourn, 1996; Trojanowska et al., 2000)。特定クラ

スのフラボノイドは、根におけるオーキシン輸送や側根形成や病原感染応答に関与する

(Brown et al., 2001; Grunewald et al., 2009; Wasson et al., 2009)。また、ヤグルマギク根

からカテキンが放出されることが報告されており、他感作用の有無が議論されている(Blair 

et al., 2006; Perry et al., 2007; Duke et al., 2009)。カテキンやエピカテキンなどのフラバ

ン-3-オール類の重合体であるプロアントシアニジン(PA)は、種皮や果皮、樹皮といった地

上部表層組織に主に集積する(Xie and Dixon, 2005)。PAは細胞内の抗酸化、動物からの摂

食抑制、病原菌の侵入防御などの応答に際して重要な役割を果たす(Xie and Dixon, 2005; 

Barbehenn and Constabel, 2011)。最近、根における PAやフラバン-3-オール類の集積が

木本植物であるクスノキやバラ科の果樹などの網羅的な解析から報告されている(Osawa 

et al., 2011; Hoffmann et al., 2012)。しかしながら、根における PAの集積や放出特性の詳

細や、それらを介した他の生物との相互作用については不明である。 

 

Ⅰ-4  酸性土壌のアルミニウム毒性と耐性 

 世界の耕作可能陸地のおよそ 30％を占める酸性土壌は、熱帯・亜熱帯域に主に分布する。

酸性土壌において植物の成長を制限する最大の因子の一つとしてアルミニウム(Al)過剰が

ある。低い土壌 pHによって土壌中に溶出する Alイオン(Al3+)が根の伸長を短時間で阻害す

るため、長期的な生育低下や枯死をもたらす(Kinraide et al. 1992; Kochian, 1995) 。一年

生作物を用いた研究により、1-10 µM 程度の低濃度の Alイオンが根端の細胞伸長域に集積
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して数時間以内に根伸長を阻害することが判明している(Ryan et al. 1993; Sivaguru and 

Horst, 1998)。これらの Al の大部分は表皮や外皮層に局在する(間藤ら、2010)。オクラ上

胚軸では、主に表皮に Alが集積し、表皮細胞の伸長を阻害する(Ma et al., 1999)。イネの

外皮欠失変異株の解析から、イネの Al毒性への抵抗性を増大させる要因としての外皮や根

端特異的な物理的障壁による機能的役割が示唆されている(Huang et al., 2009)。 

 低濃度のAlにより短時間で生じる根の障害発現は植物種や品種、系統間で大きく異なり、

それらの耐性差を規定する要因の一つは、根端から Alに応答して放出される有機酸である

(Ryan et al., 2001)。クエン酸、リンゴ酸、シュウ酸などのカルボン酸は主に根端から放出

され、根伸長域の Al 集積を抑制する一方、根圏の Al イオンとキレート結合してその毒性

を低める(Ma et al., 2001)。 

 根端分裂組織の最外層に位置する境界細胞は、毒性 Alイオンによる衝撃の最初の受容部

位となる。これまでに、コムギ境界細胞による根の Al侵入抑制への寄与(Zhu et al., 2003)

や、サヤインゲン境界細胞のムシゲル産生の増大(Miyasaka and Hawes, 2001)から Al毒性

を緩和する可能性が考慮されている。しかしながら、単体で脱落する特性やムシゲル自体

が Al耐性の増大に直接関与しないため、境界細胞による Al耐性について不明な点が多い。 

 

Ⅰ-5  木本植物根の強力なアルミニウム耐性 

 木本植物の中には、一年生作物の根の伸長が阻害される Al濃度の数十から数百倍以上の

高濃度に対しても根伸長阻害の小さい種が存在する。マメ科樹木の Paraserianthesis 

falcatariaと比べて Acacia mangium は、極めて少ないクエン酸放出で同等以上の高い Al

耐性を示す(Osawa and Kojima, 2006)。同様に、フトモモ科樹木のMelaleuca cajuputiや

Eucalyptus camaldulensis の高い Al耐性は、根端から放出される有機酸量では説明できな

い(Tahara et al., 2005)。クスノキは根端からの少ない有機酸放出にも関わらず、プロアン

トシアニジン(PA)を集積する根端の表皮様の細胞層の関与を通じて、高濃度の Al存在下で

根の伸長を維持する(Osawa et al., 2011)。しかし、木本植物種におけるこれらの有機酸放
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出非依存性の強力なAl耐性と関連した根端の形態形成や生理特性の詳細は不明な点を多く

残す。 

 

Ⅰ-6 Acacia mangium の環境適性 

 熱帯産マメ科樹木の Acacia mangium Willd.は、オーストラリアのクイーンズランド州北

部に原生分布を有する一方、東南アジアを中心に熱帯地域でパルプ・紙生産や緑化目的に

造林される主要樹種の一つである(熱帯植物研究会, 1984; Doran et al., 1997)。この樹種は

早生樹としての成長特性を持ち、土壌の高温に対する耐性を有するとともに、貧栄養砂質

土壌や強酸性土壌でも比較的良好な成長を示す(Duguma et al., 1994; 小島ら、1998; 

Norisada et al., 2005; 毛塚、2007)。熱帯地域では強度の乾湿の季節性、森林火災、車両等

の林業機械による伐採作業などに起因した堅密土壌の障害が多数報告されている

(Kozlowski, 1999)。一方、A. mangium実生苗の成長は容積密度 1.6 g/cm3の極めて堅密な

土壌に対しても比較的抑制されない(Jusoff, 1991)。これらの成長特性は A. mangium根端

が多重のストレス耐性を保持する可能性を支持するが、それらの耐性機構や機能について

ほぼ未調査の状態にある。水耕栽培条件で行われたマメ科樹木種の Al耐性比較の際、数ミ

リ程度のサイズを有する鞘状の組織が A. mangium の根端全体を覆った後に脱落する現象

を繰り返すことが見出されている(Osawaら、未発表)。この鞘状の組織は、A. mangiumの

根の伸長域を含む領域から脱落し、根端保護にさまざまな役割を持つ境界細胞や境界様細

胞との関連性が推測されることから、A. mangiumのストレス耐性機構にかかわる特性であ

る可能性がある。 

 

Ⅰ-7 本論文の目的と構成 

本論文では、不適土壌環境における木本植物根の成長特性の解明を目的として、A. 

mangiumの根端から離脱する細胞組織や集積物質の動態に着目した組織化学的・細胞学的

解析を行った。さらに、これらの動態が病原微生物侵入や他感作用などの生物間相互作用



 6 

や、根端表層を標的とする短期間の Alストレスへの作用に関与するかについて、境界様細

胞と集積物質にそれぞれ対照となるマメ科草本との比較解析から評価した。その結果、A. 

mangiumの根の伸長に伴い、新奇の境界様細胞が側根冠からシート状構造を維持して離脱

することが鞘状の組織構造形成の原因であることを明らかにした(Ⅱ章)。A. mangiumの根

では PAが側根冠細胞層全体を中心とした根端表層に集積する一方、境界様細胞の離脱に伴

って PA が根成熟域の根圏へ散布され滞留することを発見した(Ⅲ章)。さらに、非 PA 集積

性でかつ境界様細胞を生成しないダイズとの比較解析から、PA集積する側根冠細胞の多層

性や境界様細胞としてのシート状の剥離が、A. mangium根端における Al排除型の高い Al

耐性への関与を示すデータを獲得した一方、病原性微生物に対する抗菌効果は明確にでき

なかった(Ⅳ章)。これらの結果に基づき、特徴的な境界様細胞の離脱とこれらを介した PA

の根圏輸送が A. mangium の根の伸長特性や多重のストレス耐性への潜在機能にどのよう

な影響を及ぼすかについて総合的に考察した(Ⅴ章)。  
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Ⅱ章 

Acacia mangium 根冠の鞘状に発達する境界様細胞の特性 

 

 

Ⅱ-1 緒言 

境界細胞とは、植物の根冠から離脱する細胞を指し、水に接した根から細胞単体で速や

かに分散する特性を持っている(Hawes and Pueppke, 1986; Hawes et al., 2002)。これらの

細胞は、離脱時に生活性を有していることが明らかになっており(Hawes and Pueppke, 

1986)、根圏環境への植物による積極的な関与が示唆されている。具体的には、土壌微生物

の誘引や忌避、アルミニウム(Al)毒性の緩和、根冠と土壌との物理的抵抗を減らすことが報

告されている(Hawes et al., 2000; 2002)。しかし、境界細胞は離脱しやすいため、細胞の由

来組織や離脱形態の詳細は分かっていない(Hawes and Lin, 1990)。 

近年、シロイヌナズナといくつかのアブラナ科植物の根端で、複数の細胞がシート状に

結合して離脱する細胞が見出され、境界様細胞と名付けられた(Vicré et al., 2005; Driouich 

et al., 2007; Driouich et al., 2010)。これらの境界様細胞は境界細胞と同様に生活性を有し

たまま離脱する(Vicré et al., 2005)。しかしながら、境界様細胞の根表面や根圏における動

態や離脱元の機能との関連について未だほとんど明らかになっていない。その理由として、

境界様細胞は根頂端で結合を残す場合があるが、容易に離脱することや大きさが 500 m程

度と 1 mmに満たないことから、その動態を捉えることが困難であることが挙げられる。 

一方で、マメ科樹木の Acacia mangium の水耕苗では、シロイヌナズナの境界様細胞に

類似するが、数ミリ程度の大きさの鞘状の組織が根端全体を覆うことが分かっている。木

本植物の根における境界細胞ならびに境界様細胞についての知見はほとんどない。また、

これまでに境界様細胞はアブラナ科の植物でのみ報告されており、これらは閉鎖型の根端

分裂組織を持つ種である(Wenzel and Rost, 2001)。開放型のマメ科植物で境界様細胞はこ
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れまで報告されていない。A. mangiumのこの組織が境界様細胞であるのか、根のどの細胞

に由来するのか、どのような機能を持っているのかは分かっていない。そこで本章では、

A. mangiumの鞘状組織を構成する一単位を「鞘状組織片」（鞘状組織片の集合体が鞘状組

織）と呼び、A. mangiumの鞘状組織片の離脱とその特徴について組織化学的な解析を行っ

た。それらの結果をふまえて、A. mangiumの鞘状組織がどの根端組織に由来するのかや境

界様細胞であるか否かということについて議論を行った。 
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Ⅱ-2 材料と方法 

 

Ⅱ-2-1 A. mangiumの鞘状組織の形成の解析 

Ⅱ-2-1-1 植物材料と栽培条件 

A. mangium (ブルネイ産および産地不明)の種子を用いた。産地不明の A. mangium種子

の発芽率と根の伸長速度は、ブルネイ産と同程度であることを確認している。 

硬殻の種皮を破って吸水を開始させるために、A. mangiumの種子を脱イオン水で洗浄後、

100℃の熱水に 1分間浸した(Doran, 1997)。種子を 0.1% (v/v) 次亜塩素酸ナトリウムに 20

分間浸して表面滅菌し、流水に一晩浸した。その後、種子はバーミキュライト土壌に播種

して 2～3ヵ月間、1/5強度のホーグランド溶液 (pH 4.5)で育成した。そして、同じ組成の

培養液を用いて水耕苗を育成した。明期 14時間/暗期 10時間サイクルに設定した 28℃ (明

期、光量 150 µm m-2 PPFD)、22℃ (暗期)の室内で栽培した。 

根の長さが 15 cm 前後の苗を実験に供した。根端での鞘状組織片と境界細胞の生成過程

を調べるために、実験前に水耕苗の根を湿らせた 2 枚の化学繊維濾紙(Grade T-240、 

Advantec Toyo、東京)の間に通して、根端に付着する鞘状組織片や境界細胞を人為的に取

り除いた。以後の A. mangium の水耕下での実験には、0.5 mM 塩化カルシウム溶液(pH 

4.5)を培養液として用いた。 

 

Ⅱ-2-1-2 処理と解析方法 

鞘状組織片を可視化するために、A. mangiumの鞘状組織片を 0.1 % (w/v) サフラニン O

溶液に 10分間浸して染色した。染色後、0.5 mM 塩化カルシウム溶液で 3回洗浄し、光学

顕微鏡(BX51、オリンパス、東京)下で観察した。鞘状組織片の細胞間結合にリグニンなど

の二次代謝物質が関与する可能性を調べるために、鞘状組織片の自家蛍光を 330 nmと 385 

nmの波長で励起させ、蛍光顕微鏡 (BX51、オリンパス、東京) 下で観察した。 

 鞘状組織片の剥離と根の伸長との関連を調べるため、生育温度を下げることによって根
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の伸長を抑制する実験(低温処理)を行った。A. mangium の水耕苗を 18、21、25℃に設定

した植物育成チャンバーで 24時間水耕栽培した。根の長さは定規で測定した。また、根か

ら剥がれて根端に集積する鞘状組織片の量を数値化するために、処理前後の根頂端から 1 

cm程度を切除し、根端を光学顕微鏡(BX51、オリンパス、東京)下で撮影した。顕微鏡画像

を用いて、根頂端から 2 mm までの全投影面積と根本体の投影面積を画像解析ソフト

WinRHIZO (RÉGENT Instruments Inc.、Québec city、Canada)で測定した。全投影面積

から根本体の投影面積を引いた値を、根端周囲に集積した鞘状組織片の面積とした。 

鞘状組織片の剥離と根との付着部位を調べるために、根頂端から異なる長さを切除する

実験(根端切除処理)を行った。A. mangium の水耕苗の根端から鞘状組織片を取り除いた後、

実体顕微鏡(SZ-PT、オリンパス、東京)下で根頂端から 0.5、1.0、1.5 mmまでを外科用メ

ス(Futaba、東京)で切除した。未切除を対照として比較した。24時間後と 48時間後に、根

の長さを定規で測定した後、根頂端から 5 mm までを実体顕微鏡下で撮影した(Coolpix 

4500、Nikon、東京)。24 時間目と 48 時間目の根端周囲に集積した鞘状組織片の面積は、

上記と同様の方法で求めた。 

 

Ⅱ-2-2 A. mangiumとダイズの根端における菌類の確認 

Ⅱ-2-2-1 植物材料と栽培条件 

「Ⅱ-2-1-1」と同様の A. mangiumと、ダイズ(品種：北海早生枝豆および早生白鳥枝豆)

の種子を用いた。ダイズは境界細胞を生成する代表的な一年生マメ科作物である(Hawes 

and Pueppke, 1986)。 

無菌の実生苗を育成するために、A. mangiumの種子を脱イオン水で洗浄後、100℃の熱

水に 1分間浸し、吸水を開始させた。その後、種子を 0.1 % (v/v) 次亜塩素酸ナトリウム溶

液に 20分間浸し、滅菌水で 3回洗った後、オートクレーブで滅菌した濾紙上に播いた。一

方、ダイズの種子は脱イオン水ですすいだ後、70 % (v/v) エタノールに 1分間浸した。そ

の後、種子を 0.5 % (v/v) 次亜塩素酸ナトリウム溶液に 20分間浸した後、滅菌水で種子を 3
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回洗った。ダイズの種子が吸水する際に、急激な水の浸入により種子組織が物理的に破壊

されるのを防ぐために、滅菌した 30 % (w/v) ポリエチレングリコール 6000(PEG)溶液に種

子を一晩浸し、ゆっくりと吸水させた(中山ら, 2005)。その後、滅菌水で 3回洗い、オート

クレーブで滅菌した Agripot (キリンビール、東京)内のパーライトに播種した。両種とも

25℃に設定した暗黒下の室内で発芽させた。 

 

Ⅱ-2-2-2 処理と解析方法 

 播種後 4-5日目の A. mangium と、播種後 2日目のダイズを用いた。鞘状組織片の細胞

間結合への菌類の関与を調べるために、A. mangiumとダイズの幼根端、およびコツブタケ

を感染させたクロマツの菌根を含む根を Phillips and Hayman (1970)の方法を一部改変し

て、真菌を染色するラクトフェノールコットンブルー溶液(武藤化学、東京)で菌類の有無を

確認した。前処理として、A. mangiumとダイズの根端およびクロマツの菌根を、100℃の

10 % 水酸化カリウム水溶液で最長 20分間加熱した後、純水で 3回洗って透明化した。A. 

mangiumの根端とクロマツの菌根をさらに漂白するために、10 % 過酸化水素水に浸漬し

て 100℃で最長 30分間加熱した後、純水で 3回洗った。漂白後、根端および菌根をラクト

フェノールコットンブルー溶液に浸漬し、100℃で 10 分間加熱した後、ラクトグリセロー

ル溶液(純水：乳酸：グリセリン=1：1：1 v/v)で 2回脱染色した。スライドガラス上に置い

た根端にラクトグリセロール溶液を滴下し、カバーグラスをかけて光学顕微鏡(BX51、オリ

ンパス、東京)下で観察した。 

 

Ⅱ-2-3 A. mangiumの鞘状組織とダイズの境界細胞の形成部位と生活性の観察 

Ⅱ-2-3-1 植物材料と栽培条件 

「Ⅱ-2-1-1」および「Ⅱ-2-2-1」と同様の A. mangium とダイズの種子を用いた。A. 

mangiumの播種方法は、「Ⅱ-2-1-1」と同様である。ダイズの種子を 30 %(w/v) PEG溶液

に 12 時間浸した後、種子の PEG 溶液を流水で十分に洗い流し、脱イオン水で湿らせた硅



 12 

砂に播種した。栽培条件は「Ⅱ-2-1-1」と同様である。播種後 5 日目のダイズの実生苗を

0.5 mM 塩化カルシウム溶液(pH 4.5)を用いて水耕栽培した。 

 

Ⅱ-2-3-2 処理と解析方法 

根の伸長域を調べるために、A. mangiumとダイズの根頂端から 5.0 mm基部側までの表

面に、根頂端から 0.5 mm間隔で毛先の細い筆を用いてインディアンインクで印を付けた。

0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)中で A. mangiumを 24時間、ダイズを 8時間水耕栽

培した。水耕栽培開始時と終了時に、印を付けた根端を実体顕微鏡下で撮影し(Coolpix 4500、

Nikon、東京)、印間の長さを定規で測定した。処理開始時の各印間の長さを終了時の各印

間の長さから引いて、処理中の各印間の伸長量とした。 

 根端の組織学的解析のため、A. mangiumおよびダイズの根頂端から 1 cmを切り取り、

FAA溶液(酢酸：ホルムアルデヒド水溶液：エタノール：純水=1 : 1 : 18 : 20 v/v)に 1日以

上浸して固定した。その後 50、70、90、99.5、100 % (v/v)のエタノール溶液に根端を順次

浸して脱水した後、テクノビット 7100(Heraeus Kulzer、Hanau、Germany)で包埋した。

包埋した根端を伸長方向と平行になるようにロータリーミクロトーム(RM2145、Leica、

Wetzlar、Germany)で 5 µm の厚さに薄切し、水面上で伸展させた後にスライドガラス上

に載せ、50℃のサーモプレート上で完全に乾燥させた。薄切片に 0.1% (w/v)トルイジンブ

ルーO (TBO)溶液を滴下し、10 分間染色した後、染色液を純水で洗い流してから光学顕微

鏡(BX51、オリンパス、東京)下で観察した。 

鞘状組織片と境界細胞の生細胞を可視化するために、Ishikawa and Wagatsuma (1998)

の方法を一部改変して、A. mangiumとダイズの根を二酢酸フルオレセイン(FDA)溶液で染

色した。FDA は無蛍光であるが、細胞内のエステラーゼによって加水分解されると蛍光性

のフルオレセインに変換されることから、生細胞染色に利用される物質である(Rotman and 

Papermaster, 1966; Persidsky and Baillie, 1977)。まず、FDAを 5 mg ml-1になるように

アセトンに溶解し、沈殿を防ぐために、使用直前に FDAの最終濃度が 12.5 µg ml-1になる
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ように 0.5 mM 塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で調製した(これを FDA 溶液とする)。A. 

mangiumとダイズの根を根頂端から約 3 cm切り取り、FDA溶液に 10分間浸した後、0.5 

mM 塩化カルシウム溶液(pH 4.5)中で 1分間洗い、蛍光顕微鏡(BX51、オリンパス、東京、

ダイクロイックミラー：505 nm、励起フィルター：470-495 nm、吸収フィルター：510-550 

nm)下で観察し、CCDカメラ(DP71、オリンパス、東京)で撮影した。また、鞘状組織片の

根部位別の分布の詳細を調べるために、FDA 染色した A. mangium 根端の画像を用いて、

根端から求頂的または求基的に剥離する鞘状組織片が根端と接する数を、根端から 1 mm

間隔で 4 mm基部側まで数えた。 

 

Ⅱ-2-4 A. mangiumとダイズの鞘状組織片および境界細胞の細胞数の計測 

Ⅱ-2-4-1 植物材料と栽培条件 

「Ⅱ-2-1-1」および「Ⅱ-2-2-1」と同じ A. mangiumとダイズの種子を用いた。A. mangium

の種子を脱イオン水で洗浄後、100℃の熱水に 1 分間浸した(Doran, 1997)。その後、種子

を 0.1% (v/v) 次亜塩素酸ナトリウムに 20分間浸して表面滅菌し、流水に一晩浸した。ダイ

ズの種子を 30 %(w/v) ポリエチレングリコール 6000(PEG)溶液に 12 時間浸した後、種子

の PEG 溶液を流水で十分に洗い流した。A. mangium とダイズの種子をそれぞれ 0.5 % 

(w/v) 寒天培地に敷いた濾紙(No. 2、Advantec Toyo、東京)上に播き、25℃の暗黒下で発芽

させた。 

 

Ⅱ-2-4-2 処理と解析方法 

根端の部位別に、鞘状組織片および境界細胞の細胞数と集合パターンを調べるために、

A. mangiumとダイズの幼根端から離脱する細胞を回収した(Hawes and Pueppke, 1986)。

細胞を効率的に回収するために、A. mangiumは播種後4-5日目、ダイズは播種後2日目の、

根端が濾紙に接していない幼根を用いた。 

根端から離脱する細胞を観察するために、スライドガラス上に置いた A. mangium また
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はダイズの根端を光学顕微鏡下に設置し、0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)を滴下直後

から連続撮影した。A. mangiumの根端表面に付着した鞘状組織片を切り離すため、0.5 mM 

塩化カルシウム溶液に根端を浸す前に、根頂端から 0-1 mm、1-3 mmをメスで切除し、ス

ライドガラス上に置き、20 µl の 0.5 mM 塩化カルシウム溶液を滴下した。ダイズの幼根

も、A. mangiumと同様の部位で切除し、切除根に 50 µl の 0.5 mM塩化カルシウム溶液を

滴下した。両種の根端から細胞を落とすために、溶液をピペットマン(Gilson、Middleton、

WI)で出し入れしながらかき混ぜた。A. mangiumの根頂端から 0-1 mmおよびダイズの 0-1 

mm、1-3 mmから離脱した細胞を含む溶液のうち、5 µl中に含まれる細胞数を光学顕微鏡

下で直接計測し、全溶液中に離脱した細胞数を概算した。このとき、A. mangiumの 4個以

上連続した細胞を鞘状組織片とし、それ以外を境界細胞とした。区分した細胞が、それぞ

れの根端部位の全細胞数に占める割合を求めた。 

A. mangiumの根頂端 1-3 mmからは溶液中に完全に外れ落ちず、根表面に残る鞘状組織

片が存在した。これらを根表面から剃刀で切り取り、光学顕微鏡下で観察し、撮影した。

全ての鞘状組織片を根表面から切り取れなかったことから、観察できた一部の鞘状組織片

のうち、顕微鏡画像から無作為に選んだ 20個の細胞の長径と短径の長さを測定し、細胞の

平均面積を求めた。そして、根表面一周から 1 層の鞘状組織片が剥離するとして、根頂端

から 1-3 mm の根表面積を細胞の平均面積の値で割り、離脱する細胞数を算出した。同部

位の細胞数は、計算によって求めた細胞数と離脱した細胞数の合計とした。 

 

Ⅱ-2-5 摩擦条件下での A. mangiumとダイズの細胞離脱と根冠の組織学的解析 

Ⅱ-2-5-1 植物材料と栽培条件 

A. mangium とダイズの水耕苗を用いた。播種および水耕栽培の方法は、「Ⅱ-2-1-1」お

よび「Ⅱ-2-3-1」と同様である。根が伸長する際に摩擦抵抗のかかる条件下での、鞘状組織

片の剥離および境界細胞の離脱を調べるため、A. mangiumとダイズをバーミキュライト土

壌(バーミキュライト区)、または湿らせた濾紙間に地下部をはさんで栽培した(濾紙区)。濾



 15 

紙間での栽培のために、透明のプラスティックケース(高さ 206 mm, 幅 144 mm, 奥行き

30 mm)に支持体および加湿用としてポリウレタンフォームを入れ、根箱栽培を行った(図

Ⅱ-1 A-C)。ケース上面に穴を 2 つ開け、1 箱につき 2 本の苗が成長できるようにした。ケ

ース底面にも穴を開け、水分の供給が行われるようにした。 

 

Ⅱ-2-5-2 処理と解析方法 

濾紙区の根の伸長量は、プラスティックケースの上から定規で直接計測した。根冠の組

織学的解析および根端の生活性の観察方法は、「Ⅱ-2-3-2」と同様である。 
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図Ⅱ-1 根箱の栽培 
 

(A) 2本のA. mangiumの実生苗をセットした根箱栽培。スケールバーは5 cmを示す。(B, C)

根箱栽培を模式化し、横からと上から見た図。植物体の地下部を挟む黒い太線はろ紙を、黄

色い長方形は加湿用のポリウレタンフォームを表す。 
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Ⅱ-3 結果 

 

Ⅱ-3-1 鞘状組織の形成 

水耕条件下において、A. mangiumの根端に最大 5 mm程度基部側まで覆う鞘状組織が

形成された(図Ⅱ-2A, B)。鞘状組織を外すと、1日後に新たに生成された繊維状の鞘状組織

片が剥がれ始めた(図Ⅱ-2C)。日数の増加とともに根端を覆う鞘状組織が大きくなり、7 日

後には元の大きさの鞘状組織が形成された(図Ⅱ-2C)。一方、水耕条件下のダイズでは、7

日後も根端 0-1 mm付近に限ってわずかな細胞群の付着が確認されただけだった(図Ⅱ-2D)。

A. mangiumの鞘状組織のサフラニン O染色により、根端から 2 mmの部位から剥がれた

鞘状組織片には、長軸が 100 µmより長い細胞が存在し、細胞はブロック塀状に配列してい

ることが分かった (図Ⅱ-2E)。シート状の構造を示した鞘状組織片は、根の長軸と平行に裂

けていた(図Ⅱ-2E)。鞘状組織片の細胞間、特に細胞の短軸で強い自家蛍光が観察された(図

Ⅱ-2F)。 

A. mangiumの根端から鞘状組織を取り外し、24時間の低温処理を行ったとき、根端に

集積した鞘状組織片の投影面積は温度によって有意差はなかったが、25℃(対照)に比べ 21、

18℃でそれぞれ減少傾向を示した(図Ⅱ-3A, B)。さらに、根の伸長量は 21、18℃でそれぞ

れ対照に比べ 42 %、65 %小さく、温度が低いほど有意に抑制された(図Ⅱ-3C)。根の伸長が

遅いほど、根端での鞘状組織片の剥離が減少する傾向があった。 

根端切除処理において、鞘状組織を取り外してから 24時間後に、根端に集積した鞘状組

織片の投影面積は、根頂端から 0.5、1.0 mmを切除しても対照と差がなかった(図Ⅱ-4A, B)。

1.5 mmを切除すると対照に比べ 40 %に抑制されたが、有意差はなかった(図Ⅱ-4A, B)。48

時間後の鞘状組織片の投影面積は、対照と根頂端から 0.5 mmの切除根で同程度だったが、

1.0、1.5 mmの切除根でいずれも 20 %以下であり、24時間後よりも有意に小さかった(図

Ⅱ-4A, B)。0-24時間の根の伸長量は、対照と根頂端から 0.5 mmの切除根で同程度だった

が、1.0、1.5 mmを切除すると、それぞれ対照の 68 %と 25 %に抑制された(図Ⅱ-4C)。そ
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の後も、0.5 mmを切除した根の伸長量は対照と同程度だったが、1.0 、1.5 mm切除した

根は、48時間までにいずれもほとんど伸長しなくなった(図Ⅱ-4C)。 

 

Ⅱ-3-2 鞘状組織と菌類の関連 

クロマツの菌根をラクトフェノールコットンブルー溶液で染色すると、菌根表面に濃い

青色に呈色した菌糸が認められた(図Ⅱ-5A-C)。無菌栽培した A. mangiumの根端において、

鞘状組織片が付着したが(図Ⅱ-5D)、ラクトフェノールコットンブルー溶液による染色で菌

糸は認められなかった(図Ⅱ-5E, F)。同じく無菌栽培したダイズの根端で、鞘状組織片は認

められず(図Ⅱ-5G)、菌糸も認められなかった(図Ⅱ-5H, I)。 

 

Ⅱ-3-3 鞘状組織片の生成部位と生活性 

A. mangiumの根の伸長域は、主に 0-2.5 mmの範囲で、1 mm付近で伸長量が最も大き

かった (図Ⅱ-6)。一方、ダイズの根の伸長域は 0.5-5.0 mmの範囲で、2.5 mm付近で伸長

量が最も大きかった(図Ⅱ-6)。 

水耕栽培した A. mangiumの根から鞘状組織を外した直後(0時間、図Ⅱ-7A)と、48時間

後(図Ⅱ-7B)の根端を組織学的に調べた。0 時間に比べ、48 時間後に側根冠細胞表面の細胞

層が、根伸長域の先端側と基部側の両方で剥離していた(図Ⅱ-7A, B)。側根冠細胞表面の細

胞層はコルメラ先端部と接着していなかった(図Ⅱ-7B)。A. mangium の根の表層部分に、

TBOで青く染まる細胞層が常に複数層存在した (図Ⅱ-7A, B)。この呈色から細胞内にフェ

ノール性物質が含まれることが考えられた。12 時間水耕栽培したダイズの側根冠細胞表面

に、細胞層の集積は認められなかった(図Ⅱ-7C)。また、ダイズの根端に TBO染色性の細胞

層は認められなかった(図Ⅱ-7C)。A. mangiumの根頂端から 1 mm部位の横断面の観察お

よび 48時間後の縦断面の観察により、側根冠細胞と鞘状組織片の呈色性が類似することが

分かった (図Ⅱ-7B, 8A, B)。 

FDA染色により、鞘状組織を外して 6時間後の A. mangium根端で、生活性を持つ鞘状
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組織片が剥離することが明らかになった(図Ⅱ-9A)。根端の投影面積は、蛍光下と明視野と

で同程度だったことから、剥離した全ての鞘状組織片に生活性を持つ細胞が含まれること

が分かった(図Ⅱ-9A)。生活性を持った鞘状組織片が、24 時間後も、6 時間後と同様に根端

周囲に存在した(図Ⅱ-9A)。根端の明視野での投影面積は時間経過によって増加したが、蛍

光下の投影面積は変らなかった(図Ⅱ-9A)。一方、ダイズにおいて、根周囲に付着した細胞

を取り除いて 24時間後に、生活性を持った細胞群が根頂端から 1 mm領域に限って存在し

た(図Ⅱ-9A)。いずれの時間帯でも、ダイズの根端で鞘状組織片は確認されなかった(図

Ⅱ-9A)。 

A. mangiumの鞘状組織片の剥離には、求基的と求頂的の 2つのパターンが存在した(図

Ⅱ-9B)。FDA染色した A. mangium根端の画像を用いて、それぞれの剥離パターンの鞘状

組織片が根端と接する部位と数を調べた(図Ⅱ-9B)。求頂的な鞘状組織片は、鞘状組織を外

してから 6 時間後と 24 時間後で根端から 4 mm までの領域で剥離した(図Ⅱ-9C)。一方、

求基的な剥離は、根端から 1 mmに限られた(図Ⅱ-9D)。求基的に剥離した鞘状組織片の層

数は、求頂的な剥離の 1/3だった(図Ⅱ-9C, D)。 

 

Ⅱ-3-4 鞘状組織片と境界細胞の生成量と離脱部位 

 A. mangiumの幼根端を塩化カルシウム溶液に浸して 90秒後までに、根頂端から 1 mm

付近の根と接した繊維状の鞘状組織片が剥離した(図Ⅱ-10A-D)。一方、ダイズの根頂端 0-3 

mm部位で境界細胞が離脱し、鞘状組織片は剥離しなかった(図Ⅱ-10E-H)。 

A. mangiumの細胞の集合パターンの解析から、根頂端から 0-1 mmで境界細胞と鞘状組

織片の両方がほぼ同数離脱したが、1-3 mmでは鞘状組織片のみが剥離した(図Ⅱ-11A, D, E; 

表Ⅱ-1)。ダイズでは境界細胞が離脱するとされるが(Hawes and Pueppke, 1986)、顕微鏡

下で観察すると単体の境界細胞の他に(図Ⅱ-11C, G)、不定の接点で接した境界細胞も存在

し、これらを集合細胞とした(図Ⅱ-11B, F)。ダイズの境界細胞または集合細胞は、根頂端

0-1 mmと 1-3 mmの両部位から離脱し(図Ⅱ-11B, C, F, G)、その比率は 0-1 mm (境界/集
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合；25/75 %)と 1-3 mm (境界/集合；38/62 %)とで同程度であった(表Ⅱ-1)。 

 

Ⅱ-3-5 鞘状組織片と境界細胞のムシゲル 

離脱細胞を覆うムシゲルを、インディアンインクを用いて可視化した。A. mangiumの根

頂端から 0-1 mm の境界細胞および鞘状組織片に比べ、根頂端から 1-3 mm の鞘状組織片

のムシゲルは不明瞭だった(図Ⅱ-11H, K, L)。ダイズの境界細胞は、単体も集合体も同じよ

うにムシゲルで覆われていた(図Ⅱ-11I, J, M, N)。 

 

Ⅱ-3-6 摩擦条件下での鞘状組織片の剥離 

バーミキュライト区で 72時間伸長した A. mangium根端において、水耕条件下(水耕区)

のように発達した鞘状組織は形成されなかった(図Ⅱ-12A)。バーミキュライト区または、濾

紙区を 24時間伸長した A. mangiumの根端表面に、少なくとも 1層の剥離した鞘状組織片

が認められた(図Ⅱ-12B, C)。濾紙区における鞘状組織片の剥離形態は、水耕区と異なり(図

Ⅱ-9B)、根頂端側から求基的に起こっていた(図Ⅱ-12C)。根での剥がれた鞘状組織片の存在

パターンおよび数は、個々の根によって異なった(図Ⅱ-12D)。鞘状組織片には根頂端を覆っ

て存在するもの、根の基部側に沿って存在するもの、根が貫通して基部側周囲を囲むよう

に存在するものがあった(図Ⅱ-12D)。鞘状組織片の付着が弱い根では、根を水中に置いたと

きに鞘状組織片が遊離した(図Ⅱ-12D)。一方で、ダイズのいずれの根からも鞘状組織片は剥

離しなかった(図Ⅱ-13A, B)。 

鞘状組織片あるいは境界細胞の離脱形態の違いが、根の伸長と根端組織の発達に与える

影響を調べるために、異なる栽培条件における根の伸長速度と、根冠のコルメラの長さと

側根冠細胞層の数を計測し、A. mangiumとダイズにおいてそれぞれの栽培条件間で比較し

た。根の伸長速度は、A. mangiumとダイズともに、濾紙区で水耕区よりも速かった(表Ⅱ-2)。

水耕区に対する濾紙区での根の伸長速度の割合(増加率)は、A. mangiumで 207 %、ダイズ

で 143 %だった(表Ⅱ-2)。側根冠細胞層の数は、A. mangiumの静止中心から 0、1 mmに
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おいて濾紙区より水耕区で有意に多かった(表Ⅱ-3)。また、静止中心から根頂端までのコル

メラの長さは、水耕区(923±54 µm)で濾紙区(724±48 µm)よりも有意に長かった(表Ⅱ-3)。

一方、ダイズの側根冠細胞層の数は、水耕区と濾紙区で同程度だった(表Ⅱ-3)。そして、コ

ルメラの長さは、濾紙区(585±22 µm)で水耕区(472±40 µm)よりも有意に長かった(表Ⅱ-3)。

A. mangiumの側根冠細胞層の数は、濾紙区を伸長した根において、静止中心から 0 mmの

部位でダイズより多かったが、有意差はなかった (表Ⅱ-3)。どちらの栽培区においても、

A. mangiumのコルメラの長さはダイズより有意に長かった(表Ⅱ-3)。また、濾紙区の根の

静止中心から 1-3 mm部位の側根冠細胞層の数は、A. mangium(3.7±0.6から 1.3±0.6)とダ

イズ(3.5±0.5から 1.3±0.5)で同程度だった(表Ⅱ-3)。 
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図Ⅱ-2 根端に集積する Acacia mangium の境界様細胞とダイズの境界細胞 

 

(A) 鞘状組織に覆われた A. mangium の根端。0.5 mM 塩化カルシウム溶液中で、鞘状組織を外

してから 7 日目の主根に発達した鞘状組織を示す。(B) 根端から外れ落ちた鞘状組織。(C, D) 鞘

状に発達する境界様細胞の経時変化。始めに根端を覆う鞘状組織を取り除いてから 0, 1, 3, 7 日

目の A. mangium (C)とダイズ(D)の根を示す。(E) 根頂端から 2 mm の部位から剥離した境界様

細胞の明視野像。細胞はサフラニン O で染色した。(F) 根頂端から 2 mm の部位から剥離した境

界様細胞の自家蛍光像。スケールバーは、1 mm(A-D); 100m(E); 50 m(F)を表す。 
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図Ⅱ-3 低温での栽培による A. mangium 根からの鞘状組織片の剥離の減少 
 

(A) 25、21、18℃において、根を覆っていた鞘状組織を取り除いてから 0 時間(上段)、24 時

間(下段)後の根端から剥離した鞘状組織片の明視野像。スケールバーは 500 m を表す。(B) 

低温処理の前後に明視野像の投影面積を WinRHIZO で測定し、処理中に増加した鞘状組織片

の面積を示す。(C) 異なる温度において 24 時間での根の伸長量を示す。グラフの棒は平均

値±標準偏差を表す(B; n=3, C; n=7)。異なるアルファベットは P<0.05 で根の伸長量に有意差

があることを示す(テューキーの方法)。 
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図Ⅱ-4 A. mangium の根端を除去したときの鞘状組織片の剥離と集積 
 

(A) 根端から 0, 0.5, 1.0, 1.5 mm を切り取った後に剥離した鞘状組織片の根への集積状況。鞘

状組織を取り除き、根端を切除して 24 時間後(上)と 48 時間後(下)の根の実体顕微鏡画像を示

す。スケールバーは 1 mm を表す。(B) 剥離した鞘状組織片の根外の投影面積を定量した。根

端切除期間中、実体顕微鏡画像内で0-24時間(白)と0-48時間(黒)に増加した面積をWinRHIZO

で数値化した。(C) 根端切除後の根の伸長量。切除後 0-24 時間(白)と 24-48 時間(黒)の根長の

増加量を示す。グラフの値は平均±標準偏差を表す(B; n=3, C; n=3-7)。異なるアルファベット

は、P<0.05 で鞘状組織片の面積および根の伸長量に有意差があることを示す(テューキーの方

法)。 

C

B

24

48

根端の切除長 (mm)

0 0.5 1.0 1.5

A

時
間

 (
h
)

0

2

4

6

8

10

12

根
の
伸
長
量

 (
m

m
 2

4
 h

-1
)

0.5 1.0 1.50

根端の切除長 (mm)

0-24 h

24-48 h

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

鞘
状
組
織
片
の
面
積

 (
m

m
2
)

根端の切除長 (mm)

0.5 1.0 1.50

AB

A

BC

C

a

a

0-24 h

0-48 h

a

ab

b

b

b

b

A

A

A

A



 25 

  

図Ⅱ-5 ラクトフェノールコットンブルーによる菌糸の染色 
 

Pisolithus tinctorius を接種したクロマツの菌根(A-C)、A. mangium(D-F)、ダイズ(G-I)を示す。

各種の根端をラクトフェノールコットンブルー染色した光学顕微鏡像[100 倍; B, E, H  100

倍像内の破線部の拡大(400 倍); C, F, I]。スケールバーは 500 m (A)、 200 m (B)、50 m (C)

を表す。 
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図Ⅱ-6 A. mangium とダイズの根伸長域 
 

根端 0-5 mm までの根表面に、0.5 mm 幅にインディアンインクで付け、0.5 mM 塩化カル

シウム溶液(pH 4.5)中で A. mangium を 24 時間、ダイズを 8 時間水耕栽培したときの根の

各部位の伸長量を表す。シンボルは平均値と、誤差棒は標準偏差を表す。(A. mangium; 

n=6-7, ダイズ; n=5) 
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図Ⅱ-7 A. mangium の側根冠細胞における鞘状組織片の形成 
 

(A-C) A. mangium(A, B)またはダイズ(C)の根の縦断面。A. mangium の根を覆った鞘状組織

を外した直後(A)、水耕栽培して 48 時間後(B)の根端。ダイズの根端に付着する境界細胞を

除去し、水耕栽培して 12 時間後の根端(C)。切除根の縦断切片をトルイジンブルーO で染

色した。BL: 鞘状組織片、CC: コルメラ根冠、CO: 皮層、EP(矢印): 表皮細胞、LC: 側根

冠細胞、QC: 静止中心 スケールバーは 500 m を表す。 
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図Ⅱ-8 A. mangium の根との付着部位の鞘状組織片と側根冠細胞に集積するフェ

ノール性物質 
 

(A, B) 根頂端から 1 mm 基部側の横断面。切片は 0.1 % (w/v)トルイジンブルーO で染色

した。BL: 鞘状組織片、CO: 皮層、LC: 側根冠細胞  スケールバーは (A) = 200 m; (B) 

= 50 m を表す。 
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図Ⅱ-9 A. mangium の根の伸長域から剥離する側根冠細胞 
 

(A) 根端から鞘状組織を取り除いた後の A. mangium(左列)とダイズ(右列)の根表面の経時変

化。写真は、顕微鏡下の二酢酸フルオレセインで染色した根の蛍光像(上段)と明視野像(下段)

を示す。(B) 根端から鞘状組織片の剥離を見やすくするために、A. mangium 根端の 6 時間後

の蛍光像を白と黒の単色で図示し、拡大した。求頂的(白矢印)と求基的(黒矢印)に剥離する鞘

状組織片と根表面との接点を示す。スケールバーは 500 m を表す。(C, D) A. mangium 根端

から鞘を取り除いて 0 時間(白)、6 時間(斜線)、24 時間(黒)後の剥離した鞘状組織片と根表面

の接点の空間分布。1 mm 間隔の区分内で剥離した求頂的(C)と求基的(D)な鞘状組織片の接点

の数を、蛍光像をもとに数えた。棒グラフは平均値±標準偏差を表す(n=3)。棒グラフのない

時点は、各区分内のそれぞれの方向で剥離が起こっていなかったことを示す。 



 30 

溶液に浸してからの時間

A. mangium

ダイズ

0 30 90 120

0 30 90 180 (s)

(s)

A B C D

E F G H

  

図Ⅱ-10 A. mangium とダイズの根端からの境界細胞と鞘状組織片の離脱 
 

A. mangium(A-D)とダイズ(E-H)の根端から離脱する境界細胞と鞘状組織片の経時変化。播種

後 4 日目の A. mangium と 2 日目のダイズの幼根を溶液に浸してから、それぞれに記した時

間後の明視野像を示す。スケールバーは 500 m を表す。 
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図Ⅱ-11 A. mangium とダイズの根端から脱落する細胞の集合状態 
 

A. mangium とダイズの根端を溶液に浸した後に、根端から 1-3 mm または 0-1 mm から脱

落した細胞(A-G)と、それらをインディアンインクを含む溶液で染色し、細胞を覆うムシゲ

ルを可視化した明視野像(H-N)。A. mangium の鞘状組織片(A, D, H, K)と境界細胞(E, L)、ダ

イズの集合細胞(B, F, I, M)と境界細胞(C, G, J,N)を示す。スケールバーは 100 m を表す。 
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図Ⅱ-12 抵抗条件下での鞘状組織片の剥離 
 

(A-D) バーミキュライト中(A, B)またはろ紙間(根箱栽培)(C, D)を伸長したA. mangiumの根を

示す。(A) 図中の矢印は、鞘状組織片の存在を示す。ろ紙間を 24 時間、またはバーミキュラ

イト中を 72 時間伸長した根の鞘状組織片を、二酢酸フルオレセインで染色して可視化した。

(B-C) 各条件下でのそれぞれ 4 本の観察から代表的な根の蛍光像(上段)と明視野像(下段)を示

す。(D)ろ紙間を伸長した 4 本の根の明視野像を示す。スケールバーは全て 1 mm を表す。 
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図Ⅱ-13 抵抗条件下のダイズの根端 
 

(A, B) 根箱栽培でろ紙間を 24 時間伸長させたダイズの根を示す。(A) 4 本の根の観察から代

表的な根の二酢酸フルオレセインで染色した蛍光像(上段)と明視野像(下段)を示す。(B) ろ紙

間を伸長した 4 本の根の明視野像を示す。スケールバーは 1 mm を表す。 



 34 

表Ⅱ-1 A. mangiumとダイズの根端から離脱した細胞数 

 根端部位 境界細胞 鞘状組織片 

 mm     n (%)     n (%) 

A. mangium 0–1 3,390 ± 2,080 (53) 3,030 ± 2,710 (47) 

 1–3          0 ± 0 (0) 2,380 ± 670 (100) 

 

 根端部位 境界細胞 集合細胞 

 mm     n (%)     n (%) 

ダイズ 0–1 940 ± 610   (25) 2,810 ± 1,480 (75) 

 1–3 1,100 ± 680 (38) 2,640 ± 2,120 (62) 

 

光学顕微鏡下での細胞の集合パターン解析により、A. mangium とダイズの離脱細胞を 2

つのグループに区分した。A. mangiumの 4個以上連続した細胞を鞘状組織片とし、ダイズ

の不定の接点で接した 4 個以上の細胞を集合細胞とした。それ以外を境界細胞とした。数

字は平均値±標準偏差を表す(n=3-6)。根端部位は根頂端からの距離を表す。それぞれの根の

部位における全離脱細胞数に対する各グループの離脱細胞の割合をカッコ内に示した。  
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 表Ⅱ-2 栽培条件による根の伸長速度の違い 

種 栽培区 

根の伸長速度 

(mm 24 h
-1

) 

A. mangium 濾紙区 19.3 ± 1.6 

 水耕区 9.3 ± 1.2 

 増加率 (%) 207 

   

ダイズ 濾紙区 65.2 ± 3.0 

 水耕区 45.6 ± 4.2 

 増加率 (%) 143 

  

数字は平均値±標準偏差を表す(n=8)。増加率は、水耕区での根の伸長速度に対する濾紙区

での根の伸長速度の割合を示す。 
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表Ⅱ-3 水耕区と濾紙区で伸長した根のコルメラの長さと側根冠細胞層数 

種 

/ 栽培区 

コルメラ長  

側根冠細胞層の数 

静止中心からのそれぞれの距離 (mm) 

    0  1  2  3  4 

  µm      n     

A. mangium             

濾紙区 724 ± 48   6.7 ± 0.6   3.7 ± 0.6   2.0 ± 1.0  1.3 ± 0.6  1.0 ± 0.0 

 水耕区 923 ± 54*  9.0 ± 1.7†  5.0 ± 0.0†  3.3 ± 0.6  2.0 ± 0.0  1.7 ± 0.6 

ダイズ            

 濾紙区 585 ± 22   5.7 ± 1.4  3.5 ± 0.5  2.2 ± 0.4  1.3 ± 0.5  0.8 ± 0.4 

 水耕区 472 ± 40*  6.7 ± 1.2  3.3 ± 0.6  1.7 ± 0.6  1.3 ± 0.6  0.7 ± 0.6 

 

根端の縦断切片を用いて、水耕区と濾紙区それぞれの栽培区で 48時間栽培した A. mangium

とダイズの根頂端からコルメラ原基までの長さをコルメラ長とした。鞘状組織を取り除い

た直後に、静止中心から 1，2，3，4 mm部位における側根冠細胞層の数を数えた。数字は

平均値±標準偏差を表す(n=3)。*は P<0.05、†は 0.05<P<0.10 で濾紙区と水耕区の間のコルメ

ラ長および側根冠細胞層数の間に有意差があることを示す(t-検定)。 
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Ⅱ-4 考察 

 

A. mangiumの鞘状組織を構成する鞘状組織片を顕微鏡観察した結果 (図Ⅱ-2E)、複数の

細胞がシート状の結合を維持して剥離する細胞群という境界様細胞の特徴と合致したこと

から、鞘状組織片は境界様細胞であることが分かった。 

境界様細胞は根の長軸と平行に裂けていた (図Ⅱ-2E)。また、境界様細胞の細胞間、特に

細胞の短軸で強い自家蛍光が観察された (図Ⅱ-2F)。リグニンやスベリンなどの物質は自家

蛍光によって観察される(Brundrett et al., 1988; Morita et al., 1996; De Micco and 

Aronne, 2007)。このことから、細胞の長軸と比較して短軸において、これらの物質が細胞

結合を強めている可能性がある。境界細胞の集合によるシート状組織の形成に真菌の関与

が示唆されているが (Gunawardena and Hawes, 2002)、菌糸が存在しない状態でも A. 

mangiumでは境界様細胞が形成されたことから (図Ⅱ-5B, C)、シート状組織を形成しての

細胞の離脱に菌類が関与していないことが分かった。 

A. mangiumの鞘状組織は、根の伸長域を含む領域で形成されることが、根の伸長域を解

析した結果との対応から明らかになった(図Ⅱ-2A, C, 図Ⅱ-6)。根端切除実験で、根の伸長

がほとんど認められなかった根頂端から 1.0 mm切除区と 1.5 mm切除区で、時間経過に伴

って境界様細胞の集積が進まず、逆に減少したことは、時間経過に伴って境界様細胞の剥

離が進み根端との付着を失い脱落したことを意味し、境界様細胞の根端との付着部位が根

端から 1.0 mmの範囲にあることを示唆している(図Ⅱ-4A-C)。 

根の縦断切片の観察と境界様細胞の剥離パターンの解析により、A. mangiumの境界様細

胞は、側根冠細胞表層の根伸長域の先端側と基部側の両側から剥がれることが分かった(図

Ⅱ-7B, 9A-D)。そして、根頂端から 1 mm部位の横断面の TBO染色で、側根冠細胞と境界

様細胞の呈色性が類似しており、類似したフェノール性物質の集積があることを示した(図

Ⅱ-8A, B)。また、根端縦断面の TBO染色から側根冠細胞表層にフェノール性物質が集積す

ることが示された(図Ⅱ-7A, B)。境界様細胞の剥離部位が側根冠細胞の位置と対応すること
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や、境界様細胞と側根冠細胞とが同様の物質を集積することが確認されたことから、境界

様細胞は側根冠細胞由来であることが示唆された。さらに、FDA 染色によって、境界様細

胞は根端から生活性を持ったまま恒常的に剥離し(図Ⅱ-9A)、細胞の失活後も根との付着が

維持されることが分かった。 

A. mangium の境界様細胞の離脱部位を詳細に解析したところ、根頂端から 0-1 mm と

1-3 mmで離脱を確認した (図Ⅱ-11A, D)。この時、境界細胞は根頂端 0-1 mmのみから離

脱した(図Ⅱ-11E)。コルメラを含む根頂端 0-1 mmでは、境界様細胞と境界細胞がほぼ 1対

1の割合で離脱していたが、コルメラを含まない側根冠細胞のみである 1-3 mm部位では、

境界様細胞のみが離脱した(表Ⅱ-1)。このことから、A. mangiumの根の伸長域の側根冠細

胞表層では、境界細胞の生成が抑制されていると言える。 

これまでに、シロイヌナズナとイネで境界様細胞産生の報告がある。シロイヌナズナの

境界様細胞は、基部側に開いた形でコルメラ先端部と付着しており(Vicré et al., 2005)、根

伸長域に付着部位を持つ A. mangium の境界様細胞と異なっていた。また、イネの冠根に

おいて、伸長の初期段階で初生根冠と呼ばれる根冠の離脱が認められている(川田ら, 1979)。

しかし、この組織は冠根が出根してから数日で消失し、それ以降産生されないことから、

播種後数か月経った苗でも経常的に形成される A. mangium の境界様細胞とは異なる。以

上のことから、A. mangiumは、これまでに報告のない形成特性を持つ境界様細胞を産生す

ることが明らかになった。 

また、シロイヌナズナが境界様細胞のみを生成するのに対して(Vicré et al., 2005)、A. 

mangiumは境界様細胞のみでなく、境界細胞もまた同時に生成する。境界細胞を生成する

ことが分かっているダイズでは、根頂端 0-3 mm 全長から境界細胞のみが離脱した(図Ⅱ

-11B, C, F, G)。ダイズの側根冠細胞のみが覆っている 1-3 mmの根表面部位で境界細胞が

生成されることから、A. mangiumとダイズの側根冠細胞の離脱パターンは異なることが分

かった。エンドウマメの境界細胞の生成に、ペクチンメチルエステラーゼ活性によるペク

チンの加水分解が関与していることが明らかになっている(Stephenson and Hawes, 1994)。
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また、シロイヌナズナの境界様細胞の細胞間結合に、ペクチンを構成する多糖類のホモガ

ラクツロナンの関与が示唆されている(Durand et al., 2009)。A. mangiumの境界様細胞の

細胞間結合にリグニンの関与の可能性を示唆したが、ペクチンの関与も否定できない。A. 

mangiumの境界様細胞の細胞間結合に関与する物質の分析は今後の課題である。 

 

濾紙区において、境界様細胞の剥離が根頂端側から求基的に起こることが観察された(図

Ⅱ-12C)。このことから、土壌中で鞘状組織が確認されないのは、根の伸長時に受ける摩擦

によって、根端部位で根表面と境界様細胞の結合が切られるためであることが推測される。

濾紙区において、根端から剥離し、根周囲に留まった境界様細胞の分布および数は、個々

の根によって様々であった(図Ⅱ-12D)。これは、濾紙と根との摩擦がそれぞれの根で異なる

ことに起因すると考えられる。自然環境下において土壌と根との接触や、根の伸長速度な

どによって境界様細胞の剥離様式は異なることが推測される。 

トウモロコシの境界細胞は根表面から削られ、土壌との境でムシゲルに覆われて存在す

る(Vermeer and McCully, 1982)。ムシゲルの存在が確認されているにもかかわらず、濾紙

区ではダイズの境界細胞を検出できなかった(図Ⅱ-13B)。これは土壌と濾紙間で水分条件が

異なるために検出できなかったと考えられる。一方、A. mangiumの境界様細胞は、ムシゲ

ルが不明瞭であったにもかかわらず(図Ⅱ-11H)、濾紙区を伸長した根において、根端表面か

ら離脱後でも根を取り囲むように存在することが確認できた(図Ⅱ-12D)。このことは、A. 

mangiumではムシゲルと別の要因で根と付着していることが考えられた。 

 

A. mangiumの根の伸長速度と境界様細胞の剥離速度が比例していた(図Ⅱ-3A, C)。エン

ドウマメの境界細胞は、根表面からの除去によって生成が誘導されるが(Hawes and Lin, 

1990; Hawes et al., 2000)、その生成は頂端分裂組織と独立しており(Hawes and Lin, 1990)、

根の伸長とは無関係であることが示唆されている。A. mangiumの境界様細胞の生成と離脱

は、ストレス誘導的でないという点で境界細胞と異なっていた。 
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以上本章では、A. mangiumの根端に発達する鞘状組織が、根の伸長に伴って離脱する側

根冠細胞に由来する境界様細胞であることを明らかにし、その形成や離脱の様式を明らか

にした。 
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Ⅲ章 

A. mangium の境界細胞と境界様細胞へのプロアントシア

ニジン(PA)の集積とその放出特性 

 

 

Ⅲ-1 緒言 

離脱直後の境界細胞および境界様細胞は生活性を持っている(Ⅱ章、Hawes and Pueppke, 

1986; Vicré et al., 2005)。エンドウマメの離脱後の境界細胞内では、タンパク質などの物質

が合成されて細胞外へ放出される(Brigham et al., 1995)。これら細胞から放出される物質

の化学性が、土壌微生物に与える影響についても報告されている(Hawes, 1990; Hawes et 

al., 2000)。例えば、イソフラボノイドの一つでピサチンと呼ばれる抗菌物質は、エンドウ

マメの境界細胞で合成され、病原菌の感染によりその合成が促進される(Wu and Van Etten, 

2004; Cannesan et al., 2011)。外来侵入性のヤグルマギク根から他感作用を有するカテキ

ンの放出が確認されているが、土壌中でのカテキン濃度は常に低いためカテキンの根から

の放出が、ヤグルマギクの侵入性に関わっているかは明らかでない(Blair et al., 2006; 

Perry et al., 2007; Duke et al., 2009)。プロアントシアニジン(PA)は、カテキンなどのフラ

バン 3-ol の重合体である。PA は別名縮合タンニンと呼ばれるフラボノイドの一種であり、

フェノール性物質である。PAは種皮や果皮、樹皮など植物の表層組織に集積し、昆虫や草

食動物による摂食や菌類の感染といった生物的なストレスから植物体を防御している

(Barbehenn and Constabel, 2011)。松島(2010)は、多くの木本植物の根に PAが集積する

ことを示している。網羅的な解析により、木本植物では 66 %(n=121)の種で根に PAが集積

していたが、草本植物では 13 %(n=16)で、木本植物の方が根に PAを集積する種が多いこ

とが明らかになっている(松島、2010)。PA が樹木根のストレス耐性に寄与していることが

考えられるが、それぞれの木本種において、根における PA集積の局在性などの詳細は明ら
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かになっていない。既にⅡ章において、A. mangiumの根伸長域の側根冠細胞層にフェノー

ル性物質が集積することを示したことから、A. mangiumの側根冠細胞層にも PAが集積す

る可能性がある。 

Hoffmann et al. (2012)は、境界細胞内にフラバン 3-olが集積することをバラ科植物で報

告した。A. mangiumの境界様細胞はフェノール性物質が含まれる側根冠細胞に由来するこ

とから(Ⅱ章)、境界様細胞が PAを集積した状態で離脱している可能性がある。細胞内に集

積するフラバン 3-ol の機能の詳細は未だ明らかでないことから、境界細胞および境界様細

胞の根圏における機能について新たな知見が得られる可能性がある。 

本章では、A. mangiumの根における PA集積の詳細、並びに境界細胞と境界様細胞にお

ける PAの分布様式を組織化学的に明らかにすることを目的とした。 
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Ⅲ-2 材料と方法 

 

Ⅲ-2-1 根端の PA集積の組織学的解析 

Ⅲ-2-1-1 植物材料と栽培条件 

 A. mangiumとダイズの播種方法および栽培条件は、「Ⅱ-2-1-1」および「Ⅱ-2-3-1」と同

様である。 

 

Ⅲ-2-1-2 処理と解析方法 

II章(図Ⅱ-7A, B)で、A. mangium根端の縦断切片をトルイジンブルーO(TBO)溶液で染

色したところ、根端表層の細胞列にフェノール性物質の集積が認められたことから、その

集積物質が PA であるかを確認するために、パラ-ジメチルアミノ桂皮酸アルデヒド

(DMACA)溶液(和光純薬工業、大阪)を用いて染色した根を観察した。DMACA は、PAを特

異的に染色することから、植物体に含まれる PAの定量(Li et al., 1996)や植物器官や細胞内

での PAの局在性の可視化(Bogs et al., 2007; Osawa et al., 2011)に用いられていることか

ら、DMACA 染色によって青色の呈色を示した物質を PA とみなした。等量の 3N 塩酸と

50 %(v/v)メタノールに溶解させた 0.1 % (w/v) DMACA溶液に A.mangiumの根と種子、ま

たはダイズの根を 2分間浸した後、0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)に浸し、余分な染

色液を洗い落とした。根頂端から異なる距離の根内部の PA集積部位を調べるために、水耕

根を用いて、根頂端から 1 mm間隔で 5 mm基部側までの各部位を、剃刀の刃で薄く輪切

りにした。DMACA 染色は未固定の生材料を使用するので、標本作製の技術的な面で縦断

面の観察は困難である。そのため、横断面の材料での観察を行った。輪切りにした根の薄

層切片をスライドガラス上にのせ、DMACA 溶液を滴下し、光学顕微鏡(BX51、オリンパ

ス、東京)下で観察した。  

根冠の位置を同定するために、根冠の細胞が有するアミロプラストのデンプン粒をルゴ

ール染色した。A. mangiumとダイズの根の縦断切片にルゴール溶液(ヨウ素 0.1 g、ヨウ化
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カリウム 0.2 g、蒸留水 30 ml)を滴下して 3分間染色した後、脱イオン水で 2回洗い、光学

顕微鏡(BX51、オリンパス、東京)下で観察した。根の縦断切片の作製と観察は、「Ⅱ-2-3-2」

と同様である。 

 

Ⅲ-2-2 境界様細胞と境界細胞の PAと生活性の染色 

Ⅲ-2-2-1 植物材料と栽培条件 

A. mangiumとダイズの播種方法は「Ⅱ-2-4-1」と同様である。根端から離脱する細胞を

効率的に回収するために、播種後 4-5日目の A. mangium と播種後 2 日目のダイズの幼根

を用いた。 

 

Ⅲ-2-2-2 処理と解析方法 

PAは細胞の液胞内に集積するとされているが(Zhao et al., 2010)、その局在の詳細は明ら

かでない。PAの細胞内での局在性を明らかにするために、境界細胞と境界様細胞のPA集積

の割合と、PAの集積パターンによって分けたそれぞれの細胞の割合を計測した。根端から

離脱する細胞を回収し、それらに1.0 % (w/v) DMACA溶液を滴下し、2分後に光学顕微鏡下

で観察した。根端から離脱する細胞の回収方法は「Ⅱ-2-4-2」と同様である。PAの集積パタ

ーンとして以下の3つに分けた。細胞内にPAが粒子状に局在する細胞を「粒状」とし、それ

以外で細胞内にPAが広がって不規則に集積する細胞を「斑状」とした。斑状を示す細胞内

に粒子状のPAが混在する細胞も「斑状」とした。そして、PAを全く集積しない細胞を「な

し」とした。 

また、PA集積と細胞の生死との関連を理解するために、二酢酸フルオレセイン(FDA)で

蛍光を発する細胞の割合を、境界細胞と境界様細胞でそれぞれ計測した。FDA染色は、

「Ⅱ-2-3-2」と同様に、Ishikawa and Wagatsuma(1998)の方法を一部改変して行った。 

各染色について、A.mangiumとダイズの根頂端から 0-1 mm、1-3 mm部位からそれぞ

れ少なくとも50個の離脱細胞を観察した。このとき、4個以上連続した細胞を境界様細胞(ダ



 45 

イズにおいては集合細胞)とし、それ以外を境界細胞とした。そして、根頂端から 0-1 mm、

1-3 mm 部位で測定した全細胞数に占める境界細胞数あるいは境界様細胞数の割合を求め、

3回の実験の平均値を示した。 

 

Ⅲ-2-3 摩擦条件下での境界様細胞と境界細胞の PAと生活性の染色 

Ⅲ-2-3-1 植物材料と栽培条件 

 A. mangiumとダイズの播種方法および栽培条件は、「Ⅲ-2-1-1」と同様である。 

 

Ⅲ-2-3-2 処理と解析方法 

 濾紙間を伸長した根から離脱する境界細胞および境界様細胞の PA を DMACA 溶液で染

色し、生細胞を FDA 溶液で染色して可視化した。A. mangiumとダイズの根を摩擦条件下

で栽培するため、「Ⅱ-2-5-1」と同様に両種を水耕栽培から濾紙間に移し、根箱で栽培した(濾

紙区)。濾紙区で A. mangiumを 72時間、ダイズを 36時間栽培した。その後、根伸長跡の

生細胞を検出するために、A. mangiumとダイズの根が接した濾紙面に 12.5 µg ml-1 FDA

を含む 0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)を噴霧し、10分後に濾紙を洗浄せずに蛍光顕

微鏡下で観察し、撮影した。蛍光観察の方法は「Ⅱ-2-3-2」と同様である。さらに、FDA

染色した同じ濾紙の PAを検出するために、1.0 % (w/v) DMACA 溶液を噴霧して 2分後の

濾紙を光学顕微鏡下で観察し、撮影した。また、根全体と接した濾紙面に DMACA 溶液を

噴霧後、少なくとも 30分間静置した染色面をスキャナー(Epson Expression 1680、セイコ

ーエプソン、諏訪)で取り込んだ。DMACA溶液の濃度は、A. mangiumで 0.1 % (w/v)、ダ

イズで 1.0 % (w/v)とし、噴霧後の濾紙を洗浄せずに観察した。FDA染色後と DMACA染

色後に撮影した画像を、画像解析ソフト DP Manager (ver. 3. 1. 1. 208、オリンパス、東京)

で合成して細胞の生活性と PAの有無との対応を調べた。 
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Ⅲ-3 結果 

 

Ⅲ-3-1 A. mangiumの根端における PAの集積部位 

播種後 2-3ヶ月の水耕栽培した A. mangiumの根を DMACA染色したところ、根端から

鞘状組織を取り外した状態で、PAが根端全体で確認された(図Ⅲ-1A)。ただし、根頂端のコ

ルメラ部分に PA の集積は見られなかった(図Ⅲ-1B)。また、鞘状組織でも PA が確認され、

呈色は鞘状組織の外側に比べ内側でより強かった(図Ⅲ-1C)。 

ルゴール染色により、A. mangiumとダイズの根冠(コルメラと側根冠)の位置を確認した

(図Ⅲ-2A, B)。A. mangiumの根頂端から 1 mm部位でフェノール性物質を集積した細胞層

は 10層程度存在した(図Ⅲ-4)。また、根頂端から 1 mm部位の横断面で、DMACA で青く

染色した細胞層も 10 層程度存在したことから(図Ⅲ-3A)、TBO で青く呈色したフェノール

性物質は PAであると考えられた。A. mangiumの根端表層で PAが集積した細胞層と、ア

ミロプラストを細胞内に持つ側根冠細胞層とが一致した(図Ⅲ-2A)。コルメラに PA は集積

しなかった(図Ⅲ-2A)。ダイズの根冠のルゴール液による呈色は、A. mangium に比べ全体

的に弱かったが、コルメラ部分の方が側根冠細胞よりも濃かった(図Ⅲ-2B)。ダイズの根端

に PAは認められなかった(図Ⅲ-2B)。 

根の横断面を DMACA 溶液で染色し、PA集積部位を明らかにした。A. mangiumの根頂

端から 5 mmまでの領域で、皮層を含む遠心側の組織(外皮、表皮細胞、側根冠細胞)に PA

が集積していた(図Ⅲ-3A)。根頂端から 1-3 mm 部位で PA は細胞内で確認されたが、根頂

端から 3-5 mm 部位では、細胞壁に PA が集積する傾向が見られた(図Ⅲ-3A)。呈色強度は

基部側ほど弱かった(図Ⅲ-3A)。また、根頂端から 1-3 mm部位において、PA集積は外側か

ら数層内側で最も多く見られた(図Ⅲ-3A)。ダイズの根内部は、根頂端から 1-5 mmの全て

の領域で PAが集積しなかった(図Ⅲ-3B)。 

A. mangiumの根端の縦断面で、根端からの距離ごとに PAを集積した細胞層の数をより

詳細に調べた。PAを集積した細胞層は、ルゴール液で呈色した側根冠細胞と、呈色しなか
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ったそれより内側の細胞からなり(図Ⅲ-2A)、根頂端から1 mm部位で 10層程度存在した(図

Ⅲ-4)。根頂端から 2 mm部位で、5層程度に減少し、4 mm部位では 2層程度だった(図Ⅲ

-4)。根頂端から 3 mm までの部位において、根の中心側で細胞層の PA 集積程度は強かっ

たが、外側に位置する細胞層や根頂端から 4 mm部位の細胞層でPA集積程度は弱かった(図

Ⅲ-4)。 

 

Ⅲ-3-2 境界様細胞と境界細胞の PA集積と細胞生活性 

発芽前後の A. mangium の種子および幼根の PA 集積の有無と、根の伸長初期における

PAを集積する離脱細胞の有無を調べた。吸水させた種子胚と種皮、および播種後 2日目の

幼根は、PA を集積しなかった (図Ⅲ-5A, B)。播種後 3 日目の幼根において、根頂端から

250-650 µmの領域で PAが集積した(図Ⅲ-5C)。播種後 4日目の幼根端から PAを集積した

境界様細胞の離脱が確認された(図Ⅲ-5D)。日数の経過による根の伸長に応じて、PAは根の

先端側だけでなく基部側にまで広がり、PA 集積程度は強くなった(図Ⅲ-5D, E)。根頂端か

ら 1 mmより基部側表面で PAは斑点状に集積した(図Ⅲ-5E)。 

Ⅱ章(図Ⅱ-11、表Ⅱ-1)で、A. mangiumの根頂端 0-1 mmから境界様細胞と境界細胞がほ

ぼ同数離脱し、根頂端 1-3 mm から境界様細胞のみが離脱することを示した。そこで、根

の部位別に離脱する細胞の PA 集積の割合と分布様式を DMACA 染色で調べた。A. 

mangiumの根頂端 0-1 mm から離脱した境界様細胞のうち、PA が集積した細胞数の割合

は 83 %で、根頂端 1-3 mmから離脱した境界様細胞で 93 %だった(図Ⅲ-6A)。これに対し、

根頂端 0-1 mm から離脱した境界細胞では PA が集積した細胞数の割合は 40 %だった(図

Ⅲ-6A)。離脱細胞内に集積した PAの分布様式は、粒状や袋状、および斑状のパターンを示

した(図Ⅲ-6B-E)。粒状に PAが分布した細胞は、根頂端から 0-1 mmのみで認められた(図

Ⅲ-6B-D)。境界様細胞の PA が斑状に分布した細胞の割合は、PA を集積した細胞のうち、

根頂端から 0-1 mmで 64 %、1-3 mmで 100 %だった(図Ⅲ-6B, D, E)。斑状に PAが分布し

た細胞の中には、粒状の PA 分布も混在して観察された(図Ⅲ-6 E)。境界細胞において PA
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が斑状に分布した細胞の割合は、PA を集積した細胞のうちの 23 %で、境界様細胞よりも

低かった(図Ⅲ-6B, C)。ダイズの境界細胞は、単体でも集合体でも PAの集積が見られなか

った(図Ⅲ-6F-I)。 

 細胞内への PA集積と細胞の生活性との関連を調べるために、根端から離脱した直後の細

胞の生活性を FDA で可視化した。A. mangiumの根頂端 0-1 mmの境界細胞と境界様細胞

において、生細胞率は 84 %と 87 %で同程度だった(図Ⅲ-7A, C, D)。一方、根頂端から 1-3 

mmの境界様細胞の生細胞率は 60 %で、根頂端側より生活性を有する細胞の割合が低かっ

た(図Ⅲ-7A, E)。根頂端から 0-1 mmで、境界細胞に比べ境界様細胞で強い蛍光を示した細

胞の割合は低かった(図Ⅲ-7B)。生活性を有した境界様細胞のうち、強い蛍光を示した細胞

の割合は、根頂端 0-1 mm(59 %)に比べ 1-3 mm(21 %)で低かった(図Ⅲ-7B, D, E)。ダイズ

の境界細胞の生活性の割合は、根頂端から 0-1、1-3 mmで単体と集合体(図中の境界様細胞

に相当)ともに 60 %程度だった(図Ⅲ-7A)。細胞内の蛍光は、細胞内全体または円形に局在

して認められ、細胞の集合性や根の部位によって蛍光パターンに明瞭な違いは認められな

かった(図Ⅲ-7F-I)。 

 

Ⅲ-3-3 摩擦条件下での PAの放出特性 

 濾紙区で 72 時間伸長した A. mangium の根の跡に、PA が確認された(図Ⅲ-8A)。72 時

間の間に出現した側根の伸長跡にも PA が確認された(図Ⅲ-8A 円内)。しかし、濾紙区に移

したときにあった根が濾紙と接した部位と、根の伸長が起こらなかった部位(図Ⅲ-8A 三角

印)のそれぞれの濾紙で PAは確認されなかった(図Ⅲ-8A)。一方、ダイズでは、濾紙区で 36

時間伸長した根の跡に PAは確認されなかった(図Ⅲ-8B)。 

濾紙間で伸長した根の伸長跡に離脱した細胞の生活性と PA集積を調べた。A. mangium

の根頂端から基部側 11.1 (± 2.1) mmまでの間で生細胞が認められた (n = 4, 図Ⅲ-9A)。こ

れは、根の伸長跡の細胞分析時から 8.4 (± 1.6) 時間前までの伸長範囲に相当する。そして、

同部位で PAが確認された(図Ⅲ-9A)。生細胞ならびに PAが確認された部位を高倍率で観察
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すると、根頂端側の生細胞と PA の位置が一致した(図Ⅲ-9B)。また、根基部側で生活性が

ない細胞においても PAが認められた(図Ⅲ-9B)。  
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図Ⅲ-1 A. mangium の根と鞘状組織に集積する PA 
 

A. mangium の根(A, B)および鞘状組織(C)の PA を、0.1 % (w/v) パラ-ジメチルアミノ桂皮

酸アルデヒド(DMACA)溶液で 2 分間染色した。播種後 2-3 ヶ月の水耕苗の根(A)とその根頂

端部分の拡大図(B)。スケールバーは 1 mm (A, C)と 0.5 mm (B)を表す。 
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図Ⅲ-2 A. mangium とダイズの根冠のアミロプラストの染色 
 

(A) A. mangium と(B) ダイズの水耕栽培した根端の縦断切片を示す。フェノール性物質を

0.1 % トルイジンブルーO (TBO)溶液で、根冠のアミロプラストに含まれるデンプン粒をル

ゴール液で染色した。A. mangium は鞘状組織を外してから 24 時間、ダイズは 12 時間水耕

栽培した。CC:コルメラ細胞、LC:側根冠細胞、BL:境界様細胞 スケールバーは 500 m を

表す。 
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図Ⅲ-3   A. mangium とダイズの根内部の PA  
 

(A)A. mangium と(B)ダイズの水耕苗の根頂端から 1, 2, 3, 4, 5 mm 部位の横断切片を

0.1 %(w/v) DMACA 溶液で染色した光学顕微鏡像。CO: 皮層、矢印: 外側が側根冠細胞層 

スケールバーは 100 m を示す。 
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図Ⅲ-4 A. mangium の側根冠細胞層の空間的な分布と PA の集積様式 
 

(写真) A. mangium の根端の縦断切片を 0.1 %(w/v)TBO で染色し、根頂端から 1, 2, 3, 4 mm

部位の光学顕微鏡像を示す。A. mangium の根は、根端から鞘状の境界様細胞を取り外して

48 時間水耕栽培した。写真中の印は TBO 呈色強度の強い細胞層(○)と弱い細胞層(+)を示す。

スケールバーは 100 m を表す。 

(グラフ) A. mangiumの根頂端からそれぞれの距離に存在する PAを集積した細胞層の数を示

す。値は平均値±標準偏差。(n=3) 
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図Ⅲ-5 発達過程の A. mangium の根に集積する PA 
 

A. mangium の種子(A)および根(B-E)の PA を、0.1 % (w/v) DMACA 溶液で 2 分間染色した。

幼根の吸水後の日数は、2 日(B)、3 日(C)、4 日(D)、7 日(E)である。スケールバーは 1 mm

を表す。 
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図Ⅲ-6 A. mangium 根端からの離脱細胞に集積する PA 
 

(A) A. mangium の根端部位別に離脱した境界細胞と境界様細胞のうち、PA を集積する細胞

の割合を示す。値は平均±標準偏差を示す(n = 3)。グラフ内の棒がない区分では、相当する

細胞が存在しなかった。(B) 細胞内の PA 集積パターンの割合を示す。(C-E) A. mangium の

根端から離脱した境界細胞(C)と境界様細胞(D, E)、または(F-H)ダイズの根端から離脱した境

界細胞(F, H)と集合細胞(G, I)を、1.0 % (w/v) DMACA 溶液で染色した。スケールバーは 100 

m (C, D, F)と 50 m (E)を示す。 
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図Ⅲ-7  境界細胞と境界様細胞の生活性 
 

(A) A. mangium とダイズの根端部位別に離脱した境界細胞と境界様細胞(ダイズは集合細胞)

のうち、生活性を持った細胞の割合を示す。値は平均±標準偏差を示す (A. mangium; n = 3-6, 

ダイズ; n = 5) グラフ内の棒がない区分では、相当する細胞が存在しなかった。 (B) A. 

mangium の境界細胞と境界様細胞で、蛍光が強い細胞(濃い緑)と弱い細胞(薄い緑)、蛍光が

見られなかった細胞(灰色)の割合を示したグラフ。(C-E) A. mangium の境界細胞(C)と境界

様細胞(D, E)、または(F-I)ダイズの境界細胞(F, H)と集合細胞(G, I)を二酢酸フルオレセインで

10 分間染色した蛍光像を示す。スケールバーは 100 m (C-E)と 50 m (F-I)を示す。 
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図Ⅲ-8 濾紙区を伸長した A. mangium とダイズの根伸長跡の PA 
 

(A) A. mangium を 72 時間、(B)ダイズを 36 時間濾紙区で栽培した。根と接した濾紙に 0.1 % 

(A. mangium)または 1.0 ％(ダイズ) (w/v) DMACA を噴霧した。図中の矢印は、最上部の処理

開始時から下に 24 時間毎(A. mangium)または 12 時間毎(ダイズ)の根頂端の位置を示す。三

角形は伸長停止した根端の位置、点線内は栽培期間中に新しく出現した側根を示す。スケー

ルバーは 1 cm を表す。 
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図Ⅲ-9 A. mangium の離脱細胞に集積する PA と細胞生活性 
 

(A) 濾紙区を伸長した A. mangium の根伸長跡を二酢酸フルオレセインで染色した蛍光像

(+FDA)と、同じ濾紙を 1.0 % (w/v) DMACA溶液で染色した明視野像(+DMACA)を示す。+FDA

の図中の X は、根頂端の位置を示す。(B) 根伸長跡の根頂端から 0-1 mm、または 5-6 mm

領域の蛍光像(+ FDA)と明視野像(+ DMACA)を示す。+FDA と+DMACA の画像を重ね合わせ

た画像(合成)。スケールバーは 200 m を表す。 
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Ⅲ-4 考察 

 

Osawa et al. (2011)は、DMACA溶液で染色することによって、クスノキの根端細胞に集

積するフェノール性物質が PAであることを確認している。本研究でも同様の手法を用いて、

Ⅱ章(図Ⅱ-7)でフェノール性物質の集積が認められた A. mangium の根端部分を DMACA

溶液で染色し、フェノール性物質が PA であることを確認した(図Ⅲ-1B)。根端の細胞層に

集積する PAを詳細に調べる上で、未固定で根端縦断面切片を作製することが技術的に困難

であったため、TBO染色した根端縦断面切片と DMACA 染色した根端横断面切片の染色部

位を比較した。フェノール性物質を集積した細胞層と PAを集積した細胞層の数や位置がお

およそ重なったため(図Ⅲ-3A、図Ⅲ-4)、細胞層に集積したフェノール性物質も PAであるこ

とを確認した。TBO 染色した結果とアミロプラストを含む根冠をルゴール染色した結果の

比較から、PAは主に側根冠細胞に集積することが明らかになった(図Ⅲ-2A)。 

PA は側根冠細胞の他に根の皮層、外皮、表皮を含む複数の細胞層に集積していた(図

Ⅲ-3A)。境界様細胞および境界細胞にも PAは認められ(図Ⅲ-1C, 5D,E, 6C-E)、発芽後 4日

目という早い段階から離脱細胞内に集積することが分かった(図Ⅲ-5D)。根伸長域で、PAは

側根冠細胞層の深部(あるいは、表皮)に最も多く集積した(図Ⅲ-4)。PAは根頂端から 1-3 mm

部位では細胞内で確認されたが、根頂端から 3-5 mm 部位では細胞壁付近に集積する傾向

が見られた(図Ⅲ-3A)。また、呈色強度は基部側ほど弱かった(図Ⅲ-3A)。根の伸長にともな

って皮層や表皮の PA が減少することは、A. mangium の根端部位における PA の役割が、

根の先端部で発揮されることを示唆している。木本植物の根では、伸長域より基部側の表

皮や外皮の細胞の原形質は消失しており、さらに基部側では皮層などの細胞壁にリグニン

が集積し、木化が起こっている(苅住、2010)。木化することで根の物理的強度が上がる。さ

らに、根の成長に伴って肥大成長が起こり、根の表面をコルク層が覆うようになる。コル

ク層に含まれるスベリンは、不透水性で病原菌の侵入も防ぐ物質である。一方、根端は細

胞の分化や伸長が活発に起こっている未発達な部位である。果皮等に含まれる PAは、昆虫
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や草食動物による摂食や菌類の感染から防御する機能を持っているとされていることから

(Barbehenn and Constabel, 2011)、根端に集積する PAの主な機能は、物理的な強度が弱

い根伸長域を土壌生物による摂食や菌類の感染から防ぐものである可能性がある。木化や

コルク層の発達により根の防御能力は高まるが、これらが未発達な根端部位では表皮等の

PAにより防御能力が高められていると考えられる。 

クスノキの根では、根端の表皮細胞のすぐ外側に位置する 1層の細胞層にのみ PAが集積

していた(Osawa et al., 2011)。100種以上の木本種の根で PA集積を調べた結果から、木本

種の根の PA集積の空間分布は、大きく分けても根端の内側を含む根端全体、先端のみ、内

皮より内側のみと複数のパターンを示すことが報告されている(松島、2010)。また、ツバキ

科の木本 7種で PAは内皮に集積している(池田、2010)。A. mangiumの根では主に根端に

多く集積し、特に根の表層部分にその集積が多いことが分かった。 

 

境界様細胞の PA集積を調べたところ、細胞内に PAが集積することが明らかになった(図

Ⅲ-6D, E)。PA集積と細胞の生活性の関連を検討したところ、境界様細胞の生活性は根頂端

から 0-1 mmに比べ基部側の 1-3 mmで低く(図Ⅲ-7A, B)、特に、FDA 染色したときに根頂

端から 1-3 mm 部位で強い蛍光を発した細胞の割合が低かったことから、この部位で生活

性の高い細胞が少ないことが考えられた(図Ⅲ-7B)。一方、生活性を持つ細胞割合の大小に

かかわらず、PA はそれぞれの根端部位で同程度集積していた(図Ⅲ-6A)。このことから、

A. mangiumの境界様細胞内の PA集積は、細胞の生活性の高さと関係なく維持されること

が示唆された。 

境界細胞および境界様細胞に集積したPAは、根頂端から 0-1 mmで粒状と斑状に分布し、

1-3 mmの境界様細胞で斑状にのみ分布することが分かった(図Ⅲ-6B)。A. mangiumの根頂

端から 0-1 mmで境界細胞内の PAが粒状に集積していたことや、境界様細胞内の PAが袋

状の細胞内小器官の中に集積していたことから (図Ⅲ-6C, D)、PAが細胞内で何らかの膜系

細胞内小器官の中に存在していることが示唆された。シロイヌナズナの種皮を用いた研究
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では、PAは液胞内で重合されることが報告されていることから(Zhao et al., 2010)、観察さ

れた PA集積の細胞内小器官は液胞である可能性があるが、詳細は不明である。また、細胞

の生活性が、根頂端から 0-1 mm に比べ 1-3 mm で低かったことを合わせて考えると(図

Ⅲ-7A, B)、細胞内の PAは細胞の失活にともなって分布様式が変化している可能性がある。

細胞の分化や発達過程において、あるいは根の部位によって PAが細胞内で果たす役割が変

化していく可能性が考えられるが、PAの細胞内における局在性の解明は今後の課題である。 

このような細胞内の PAの分布様式の違いは、今後 PAの細胞内における機能を解明する

上で重要な情報となり得る。今後、細胞内の PA の分布様式の変化を検証する方法として、

失活している細胞と生活性を維持している細胞とで PA の分布様式を詳細に比較すること

や、PAの局在をより明確にするために位相差顕微鏡を用いた細胞内の詳細な観察によって

細胞内小器官と PAの集積との対応を調べることが必要であると考える。 

 

Ⅱ章(図Ⅱ-11)で、A. mangiumの根端から 0-1 mm部位のみで境界細胞が離脱したことか

ら、境界細胞はコルメラから離脱すると仮説を立てていた。しかし、PAは境界細胞にも集

積し、これらの PA集積率は 40 %だった(図Ⅲ-6A)。根頂端から 0-1 mmの部位にあるコル

メラは PAを集積していないことから(図Ⅲ-1B, 2A)、根頂端部位では側根冠細胞が細胞間結

合を失って境界細胞としても離脱することが示唆された。他の植物において、境界細胞が

根冠のどの部位の細胞に由来するかについてこれまで明瞭にされていない。細胞の離脱部

位を推定する方法として、細胞の形態を基準とした方法や(Guinel and McCully, 1987)、免

疫組織化学的な方法(Matsuyama et al., 1999)が挙げられるが、根冠のアミロプラストの染

色と合わせて、PA集積の有無も組織化学的な指標とすることで、離脱細胞の由来を区分す

る方法に利用できると考える。 

 

濾紙区での栽培実験から、A. mangiumの根の伸長跡に離脱細胞が認められ、PAも認め

られた(図Ⅲ-8A, 9A)。これらの PA は、離脱細胞内に存在し(図Ⅲ-9B)、失活した細胞内に
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保持されて根伸長跡に残ることが分かった。この結果は、PAが細胞の生活性と無関係に細

胞内に維持される上述の結果(図Ⅲ-6A, 7A)とも一致する。 

PAは離脱、失活後に微生物等の細胞に対する作用により細胞外に漏出し、根圏でその効

果を発揮する可能性がある。PA には抗菌性があり、コーヒーの葉に含まれる PA は、さび

菌の夏胞子の発芽を抑制する(de Colmenares et al., 1998)。また、PAは Alとの結合性があ

ることも報告されており(Yoneda and Nakatsubo, 1998)、土壌中で Alと結合して存在する

可能性もある。A. mangium の根で、PA が消失した根の基部側の周囲に、PA を集積した

脱落細胞が分布することで、根本体への食害や病原菌の感染を直前で抑える効果が推測さ

れる。PAは境界細胞と境界様細胞に含まれて根外に放出された後に、A. mangiumの根圏

環境の形成に寄与していることが示唆される。 

一方、植物が生成する化学物質の中には、これを生成する植物自身にとっても有害なも

のも含まれる。植物由来の化学物質(例えば、ラムノース、フェルラ酸、カフェイン、ピサ

チン等 )は、短時間で根の伸長や境界細胞の生成に影響するという報告がある

(Curlango-Rivera et al., 2010)。A. mangiumの根で見られたような、PAを細胞内に保持

したままでの根圏への放出は、PA の毒性を細胞内に留めて離脱させ、根伸長域での PA の

毒性を抑制する機構として有効である可能性がある。 

 

 以上本章で、A. mangiumの根の PAは、根伸長域を含む側根冠細胞を中心に集積するこ

とを明らかにし、さらに境界細胞および境界様細胞が細胞内に PAを保持したまま根圏に離

脱することを明らかにした。  
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Ⅳ章 

A. mangium のプロアントシアニジン(PA)を集積した境界

様細胞の土壌ストレスに対する役割 

－アルミニウムと病原性バクテリアを対象として－ 

 

 

Ⅳ-1 緒言 

土壌中には植物の根の成長を妨げるさまざまな非生物的、生物的なストレス因子が存在

する。非生物的なストレスの一つであるアルミニウムイオン(Al)は、酸性土壌において植物

へ毒性を示し、最も特徴的な障害は根の伸長阻害である(Kochian 1995; 間藤ら, 2010)。Al

は根の伸長域の表層細胞に集積し、主に細胞伸長を阻害する(Sivaguru and Horst, 1998)。

Alストレスに対して、根端から有機酸を放出して Alを無毒化する耐性機構が、主に作物種

で明らかにされている(Ryan et al., 2001)。本研究で用いた木本植物の A. mangiumは、作

物種に比べ根端からの有機酸放出が少ないにもかかわらず、高濃度の Al存在下でも根の伸

長が阻害されにくい高 Al耐性種である(Osawa and Kojima, 2006)。 

境界細胞やそれらから放出されるムシゲルは、Al の根への付着を阻害することによって

Alによる障害を緩和する効果が報告されている(Zhu et al., 2003; Miyasaka and Hawes, 

2001)。また、Ⅲ章で、A. mangiumの根端や境界様細胞にプロアントシアニジン(PA)が含

まれることを示した。PAは有害金属などの非生物的なストレスに対する耐性因子とも考え

られている(Aron and Kennedy, 2008)。松島(2010)は、PAを根に集積する木本植物の中に、

高い Al耐性を有する種が多く存在することを報告している。さらに、Osawa et al. (2011)

は、クスノキの根で PA を集積した表皮様の側根冠細胞が、Al ストレス下でその内側に位

置する表皮細胞の伸長を維持し、根の伸長に関与することを示唆し、有機酸の放出に寄ら

ない新奇な Al 耐性機構の存在を示唆している。A. mangium の高 Al 耐性に根端に含まれ
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る PA や、PA を含んで脱落する境界様細胞および境界細胞が関与している可能性があるが

明らかにされていない。 

根や境界細胞に含まれる化学物質や放出される化学物質には、土壌病原菌に対して植物

を防御する役割があるとされている。例えば、境界細胞から放出される抗菌物質が根圏で

線虫の動きを止めるという観察があり(Hawes et al., 2000)、ムラサキの根毛に含まれる物

質は菌の増殖を抑制することが in vitro の実験から明らかになっている(Brigham et al., 

1999)。果皮や樹皮で認められているように PA には抗菌効果があることから(Scalbert, 

1991; Barbehenn and Constabel, 2011)、根端に含まれる PAは生物的なストレスからの保

護に寄与している可能性があるが、これまで調べられていない。PAなどの植物が産生する

化学物質は微生物と直接接触することで抗菌効果を発揮する。PA を内部に集積している

A. mangiumの境界細胞や境界様細胞が(Ⅲ章)、根圏の生物ストレス耐性に関わっているか

は不明である。 

本章では、劣悪な土壌条件でも旺盛な成長を示す A. mangium の根のストレス耐性にお

いて、土壌と根の接点である根端における境界細胞や境界様細胞の産生、あるいはそれら

の細胞に集積している PAが関わっているのかどうかを明らかにすることを目的とした。ま

ずPAを集積する境界細胞や境界様細胞がA. mangiumの高Al耐性と関与するかを調べた。

そのために、根端を覆う鞘状組織の有無による Al存在下における根の伸長特性を調べる栽

培実験と、根への Al集積を知るための染色実験と定量解析を行った。また、土壌中の病原

菌に対する PA を集積した境界様細胞および境界細胞の抗菌効果の発現機構に関わる研究

の前段として、抗菌効果の可能性を知るために、根端に PA の集積が確認されている A. 

mangiumと PA集積のないダイズの根へバクテリア(Rhizobium rhizogenes)を接種し、根

端での増殖数を比較する実験を試行した。 
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Ⅳ-2 材料と方法 

 

Ⅳ-2-1 A. mangiumとダイズの Al処理 

Ⅳ-2-1-1 植物材料と栽培条件 

A. mangiumとダイズの播種方法および栽培条件は、それぞれ「Ⅱ-2-1-1」と「Ⅱ-2-3-1」

と同様である。Al処理として、0 µMまたは 500 µM 塩化アルミニウム(Ⅲ)六水和物を含む

0.5 mM 塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で A. mangiumを 24時間または 48時間水耕栽培し

た。ダイズは 25 µM 塩化アルミニウム(Ⅲ)六水和物を含む 0.5 mM 塩化カルシウム溶液

(pH 4.5)で 24時間水耕栽培した。 

 

Ⅳ-2-1-2 処理と解析方法 

Ⅳ-2-1-2-1 A. mangiumの根の伸長量の測定 

A. mangiumの根端を覆う鞘状組織が Al耐性に関与しているかを調べるために、根端か

らピンセットで鞘状組織を取り外した根と、取り外さずにそのままの根を 48 時間 Al 処理

した。Al 処理開始時と終了時の根の長さを定規で測定し、その差を根の伸長量として求め

た。 

 

Ⅳ-2-1-2-2 A. mangium根端の PA集積と細胞系列の解析 

根端で PA を集積した細胞の分化の道筋をたどって細胞系列を調べるために、Al 処理し

た A. mangiumの根を FAAで固定し、「Ⅱ-2-3-2」と同様の方法で縦断切片を作製し、トル

イジンブルーO(TBO)溶液で染色した。また、「Ⅲ-2-1-2」と同様の方法で生根の横断切片を

作製し、パラ-ジメチルアミノ桂皮酸アルデヒド(DMACA)溶液で PAを染色した。細胞系列

の解析には、A. mangiumの根の TBO染色した縦断切片を光学顕微鏡下で撮影した画像を

用いた。根の静止中心から基部側に 0.5 mm間隔で 4 mmまで区分し、各区分の根頂端側

から連続する表皮細胞と側根冠細胞の長径長を測定した。細胞数が多い場合には、区分の
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先端側から 5個の細胞を測定した。 

根の縦断切片でTBO溶液によって赤紫色を呈する物質は、多糖類を含むムシゲルとした。 

 

Ⅳ-2-1-2-3 A. mangiumとダイズの根端に集積した Alの組織化学的解析 

24時間 Al処理した A. mangiumとダイズの根を 0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)

で 3回洗った後、0.1% (w/v) エリオクロームシアニン R (東京化成工業、東京)溶液に 10分

間浸し、根に集積する Alを染色した。染色後の根を 0.5 mM 塩化カルシウム溶液で 3回洗

い、実体顕微鏡下(SZ-PT、オリンパス、東京)で観察し、撮影した(Coolpix 4500、ニコン、

東京)。また、染色後の A. mangiumの根端から鞘状組織を実体顕微鏡下でピンセットを用

いて取り除き、根伸長部位に相当する根頂端から 1-2 mm を剃刀の刃を用いて薄く輪切り

にした。ダイズの根も、根伸長部位に相当する根頂端から 3-4 mm 領域を輪切りにした。

これらの薄層切片を光学顕微鏡下(BX-51、オリンパス、東京)で観察し、撮影した(DP71、

オリンパス、東京)。 

 

Ⅳ-2-1-2-4 A. mangiumの根に集積する Alの定量分析 

 根の Al量を定量するために、24時間 Al処理した A. mangiumの根頂端から 5 mmを切

り取って 0.5 mM塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で洗い、根端と鞘状組織に分けて、それぞれ

を 80℃で 24時間以上乾燥させた。根端と鞘状組織に 60 % 硝酸を加えて 115℃に加熱した

後、さらに 60 % 過塩素酸を加えて 140℃で加熱して湿式灰化した。各組織の Al量をフレ

ームレス原子吸光光度計(SIMMA 6000、Perkin Elmer、Waltham、MA)で測定した。 

 

Ⅳ-2-2 A. mangiumとダイズの無菌植物体への Rhizobium rhizogenes接種実験 

Ⅳ-2-2-1 植物材料と栽培条件 

 A. mangium とダイズの無菌の実生苗の育成方法は、「Ⅱ-2-2-1」と同様である。播種後

4-5日目の A. mangiumと播種後 2-3日目のダイズの実生苗(根長約 1.5 cm)を用いた。 
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Ⅳ-2-2-2 接種源の準備 

接種源として毛状根の形成を促進する Rhizobium rhizogenes (以下バクテリアとする、

JCM no.20920；理研バイオリソースセンターから提供された)(Veena and Taylor, 2007)を

用いた。バクテリアを普通寒天培地 (栄研化学、東京)に撒き、25℃暗黒下で 1 週間培養し

た。無菌条件下で培地上の単一コロニーからバクテリアを白金耳でかき取り、5 ml液体培

地に移植した。液体培地は、純水に 5 mg ml-1ペプトン (ミクニ化学産業、東京)、3 mg ml-1

酵母エキス (Becton, Dickinson and Co.、Franklin lakes、NJ)を加えて調製し、1 N 水酸

化ナトリウム溶液で pH 7.0に調整した後、オートクレーブ(121℃、15分間)で滅菌して用

いた。バクテリアを移植した液体培地をロータリーシェーカー(タイテック、越谷)上で 100 

rpmで振とうさせながら、25℃暗黒下で 48時間培養した。根に接種する菌体数をそろえる

ために、48 時間後の菌培養液の濁度を分光光度計(U-2000、日立、東京)で測定し、菌体濃

度の指標とした。波長 600 nmにおける吸光度は 1.4前後だった。その後、菌培養液を PS 

buffer で 200 倍 に 希 釈 し 、 根 へ の 接 種 源 と し た 。 PS buffer は 、 1 mM 

PIPES(piperazine-1,4-bis (2-ethanesulfonic acid))、同仁化学研究所、熊本県益城町)と 20 

mM ソルビトール(和光純薬工業、大阪)を含み、0.5 N 水酸化カリウムで pH 6.8に調整し

た後にオートクレーブ(121℃、15分間)で滅菌して用いた。 

 

Ⅳ-2-2-3 処理と解析方法 

バクテリアを根に確実に接触させるために、減圧浸潤法(岩渕ら、2000)を改変して用いた。

接種源の菌溶液、または対照として滅菌した PS bufferに A. mangiumとダイズの幼根全

体を浸し、減圧下(94 kPa)に 3分間置いてバクテリアを接種した。根表面に残る余分な菌培

養液を除くために根を滅菌水で 2 回洗い、湿らせた 2 枚の濾紙の間に根をはさみ、植物体

が垂直になるようにして 25℃の暗黒下で 48時間栽培した。 

バクテリア数を根の部位別に計測するために、接種後 0時間目の根頂端から 1-3 mmの 2 
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mm間(接種部位)、接種後 48時間目の根頂端から 1-3 mmの 2 mm間(伸長部位)と、伸長

した部位を除いた 0時間目の根頂端から 1-3 mmに相当する 2 mm間(接種部位)をメスで切

り取った。これら切り取った根片を 1.5 ml容量のチューブに入れ、1.0 mlの滅菌水を加え

て転倒混和した後、この溶液のうち 50 µlを普通寒天培地上に撒き、25℃暗黒下で 2日間培

養した。2日目に培地上に形成したコロニー数を数えた。接種源を普通寒天培地に播いた時

に形成されたコロニーの形態と比較することで、R. rhizogenes のコロニーであるかを判断

した。0時間目と 48時間目の A. mangiumとダイズの根の各部位のバクテリア数は、切り

取った 1 本の根の単位表面積当たり(切断面の面積を除く)のコロニー形成ユニット(colony 

forming unit: CFU/mm2)として示した。根表面積は、根の顕微鏡画像から長さと平均直径

を測定し、円柱体と仮定して算出した。 
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Ⅳ-3 結果 

 

Ⅳ-3-1 Al処理した A. mangiumの根の伸長と境界様細胞の離脱 

A. mangiumの根端を覆う鞘状組織が Al耐性に関与しているかを調べるために、鞘状組

織の有無で Al 処理による根の伸長抑制量を比較した。48 時間 Al処理したとき、根端を鞘

状組織が覆う場合と覆わない場合で、Al無処理に比べて、Al処理した根の伸長量はそれぞ

れ 28 %、32 %抑制され(図Ⅳ-1A)、鞘状組織の有無で Al処理による根の伸長抑制に有意差

はなかった(図Ⅳ-1A)。鞘状組織を取り除いた根端から Al存在下においても根の伸長に伴っ

て境界様細胞の離脱が起こった(図Ⅳ-1B)。 

 

Ⅳ-3-2 A. mangium根端の PA集積と細胞系列の解析 

主に境界様細胞として脱落する側根冠細胞の Al耐性への関与を検討するために、根端の

縦断面の細胞系列と PA 集積を調べた。Al 処理の有無に関わらず、A. mangium の側根冠

細胞に PAが集積していた(図Ⅳ-2)。Al処理によって、特に根頂端 0-1 mm周囲に離脱する

境界様細胞が減少する傾向が見られた(図Ⅳ-2)。また、Al無処理の根頂端から 0-2 mm部位

で、境界様細胞や境界細胞の細胞間にムシゲルの TBO染色による赤紫色の呈色が認められ

たが、Al処理した根端ではコルメラ部分(根頂端から 0-1 mm内)の表層に限って細胞間でム

シゲルが認められた(図Ⅳ-2)。Al処理した根端の根頂端から 0-1 mm部位の側根冠細胞層の

層数は、0時間目に比べ増加する傾向が見られた(図Ⅳ-2)。Al処理が側根冠細胞と表皮細胞

の細胞伸長に与える影響を調べるために、それぞれの細胞長を根頂端からの距離による部

位別に測定した。Al 処理の有無に関わらず、図Ⅱ-6 に示した細胞伸長前の細胞からなる根

端範囲に含まれる、根頂端から 1-2 mm の部位に存在する表皮細胞と、その外側に近接す

る側根冠細胞(図Ⅳ-3A, B, 側根冠細胞 1, 2)の細胞長は同程度であり、2 mmより基部側で

細胞長が長くなり(図Ⅳ-3A, B)、これらの細胞が同様の細胞分裂と伸長経過を示すことが分

かった。Al 処理により、細胞長のばらつきが表皮細胞に比べ側根冠細胞で抑えられる傾向
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が認められたが、両細胞層ともに根端からの距離と細胞長との関係に不連続性は認められ

なかった(図Ⅳ-3A, B)。また、Al処理した根で根頂端から 1 mm部位の側根冠細胞層の数は

9層で、Al無処理の 6層よりも多く(図Ⅳ-3A, B)、Al処理による境界様細胞の離脱抑制が考

えられた。一方で、ダイズの側根冠細胞の伸長は、表皮細胞の細胞伸長が始まる部位より

も先端ですでに起こっていた (図Ⅳ-3C, D)。また、根頂端から基部側のダイズの表皮細胞

長は、Al無処理で連続的な増加を示したのに対して、Al処理で根頂端から 5 mm付近で不

連続だったことから(図Ⅳ-3C, D)、Al処理によって表皮の細胞伸長が抑えられたことを示し

ていた。以上のことから、高濃度の Al 存在下において、A. mangium の根の伸長域で PA

を集積する側根冠細胞がその内側に位置する表皮細胞の伸長維持に関与している可能性が

考えられた。 

 

Ⅳ-3-3 A. mangiumとダイズの根に集積する Alの染色および定量解析 

根の伸長域に集積する Alが根の伸長を阻害することから、A. mangiumとダイズの根の

伸長域に集積する Alをエリオクロームシアニン Rで染色した。A. mangiumの根伸長域に

含まれる部位(根頂端から 1-2 mm)において、Alは側根冠細胞の表層に薄く集積していた(図

Ⅳ-4A,B)。一方、ダイズの根伸長域に含まれる部位(根頂端から 3-4 mm)において、Al は

A. mangiumに比べて濃く集積していた(図Ⅳ-4C,D)。 

また、A. mangiumの Al処理した根で、Alは根表面に比べて根端を覆った鞘状組織に集

積していた(図Ⅳ-5A)。鞘状組織を取り外した根の呈色は一様に弱く、根表面に Alを集積し

た境界様細胞が不規則に付着した(図Ⅳ-5A)。鞘状組織が付着した根端の Al濃度は、鞘状組

織を取り除いた根端の 3.9倍だった(図Ⅳ-5B)。Al処理したダイズの根で Alは濃く集積し、

根表面に亀裂が生じた(図Ⅳ-5C)。また、Al は根端に存在した境界細胞にも集積した(図Ⅳ

-5C)。 

 

Ⅳ-3-4 A. mangiumとダイズの根でのバクテリアの増殖評価 
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A. mangiumとダイズの根にバクテリアを接種した直後に、根頂端から 1-3 mm部位(接

種部位)で計測された根表面積あたりのバクテリア数に有意差はなかった(図Ⅳ-6)。バクテリ

アを接種して 48時間後のバクテリア数は、両種とも接種時よりも増えており、バクテリア

は根表面に定着していたと考えられる。48時間後の A. mangiumの接種部位で計測された

バクテリア数は、ダイズの同部位に比べて有意に少なかった(図Ⅳ-6)。また、48時間後の伸

長部位のバクテリア数も、A. mangiumでダイズに比べて有意に少なかった(図Ⅳ-6)。接種

部位におけるバクテリア数の 48 時間後の増殖率(接種直後の接種部位のバクテリア数の平

均値に対する 48 時間後の伸長部位のバクテリア数の比率)の平均値±標準偏差は、A. 

mangium とダイズでそれぞれ 23±19 倍と 47±24 倍であり、データのばらつきが大きか

ったが A. mangiumの増殖率はダイズの約 1/2だった(t-検定, P=0.096, n=5-6)。 

バクテリアを接種した根の 48時間あたりの伸長量は、A. mangiumで 1.1 ±0.2 cm、ダ

イズで 5.2 ±1.7 cmで、A. mangiumの根の伸長速度はダイズの約 1/5だった(n=6-8)。また、

バクテリアを接種しない根の 48時間あたりの伸長量は、A. mangiumで 1.0 ±0.2 cm、ダ

イズで 4.4 ±1.0 cmで、バクテリア接種した根との差はなかった(t検定, n=6-8)。 
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図Ⅳ-1   Al 処理下の A. mangium の根の伸長と境界様細胞の剥離 
 

(A) A. mangium の根端を鞘状組織が覆った根と、根端から鞘状組織を取り外した根を、0 ま

たは 500 M の Al を含む 0.5 mM 塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で 48 時間 Al 処理したとき

の根の伸長量を表す。値は平均±標準偏差(n=16-20)。異なるアルファベットは P<0.05 で

Al 処理の有無の間に有意差があることを示す(テューキーの方法)。 

(B) Al 処理前および 24 時間 Al 処理した後の A. mangium 根端の実体顕微鏡像。スケールバ

ーは 1 mm を表す。 
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図Ⅳ-2 Al 処理した A. mangium の根端の PA 集積 
 

A. mangium の根端から鞘状組織を取り外した直後と、0.5 mM 塩化カルシウム溶液に 0 M

または 500 M のAlを含む溶液(pH 4.5)で48時間Al処理した根端の縦断切片を、0.1 % (w/v)

トルイジンブルーO で染色した光学顕微鏡像。 スケールバーは 0.5 mm を表す。 
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図Ⅳ-3   A. mangium とダイズの側根冠細胞と表皮細胞の細胞系列 
 

A. mangium を 0 M (A) または 500 M (B) の Al を含む塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で 48

時間、ダイズを 0 M (C)または 25 M (D)の Alを含む塩化カルシウム溶液(pH 4.5)で 6 時間そ

れぞれ水耕栽培し、根頂端から 6 mm までの表皮細胞(▲)と側根冠細胞(○)の細胞長を測定し

た。表皮細胞を「0」としたとき、その外側に近接する側根冠細胞層を「1」とし、内側から

外側に順に番号を付けた。破線は静止中心の位置を示す。 
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図Ⅳ-4   A. mangium とダイズの根伸長域に集積する Al 
 

A. mangium(A, B)とダイズ(C, D)の根伸長域に相当する根頂端からの部位の Al を、0.1 % 

(w/v)エリオクロームシアニン R 溶液で染色した横断面の明視野像を示す。Al 処理は、A. 

mangium で 0 M または 500 M 、ダイズで 0 M または 25  M の Al を含む塩化カル

シウム溶液(pH 4.5)で 24 時間行った。スケールバーは 100 m を表す。 
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図Ⅳ-5 A. mangium とダイズの根への Al 集積 
 

(A) 0 M または 500 M の Al を含む 0.5 mM 塩化カルシウム溶液中(pH 4.5)で 24 時間 Al 処

理した A. mangium の根を、0.1 % (w/v)エリオクロームシアニン R 溶液で染色した時の根端

を示す。スケールバーは 1 mm を表す。(B) 24 時間 Al 処理した A. mangium の根で、鞘状組

織が覆った根端と鞘状組織を取り外した根端の Al 量を示したグラフ。値は平均±標準偏差 (n 

= 6)。*は、P<0.05 で根端と鞘状組織、根端のみの間に有意差があることを示す(t 検定)。(C) 

0 M または、25 M Al を含む 0.5 mM 塩化カルシウム溶液中(pH 4.5)で 24 時間 Al 処理した

ダイズの根を、0.1 % (w/v)エリオクロームシアニン R 溶液で染色した根端を示す。図中の矢

印(→)は亀裂の入った部位を示し、三角印(▼)はエリオクロームシアニン R で呈色した境界細

胞を示す。スケールバーは 1 mm を表す。 
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図Ⅳ-6 A. mangium とダイズの根でのバクテリアの増殖数 
 

A. mangium とダイズの根にバクテリア(Rhizobium rhizogenes)を接種後、0 時間目と 48 時

間目の接種部位と伸長部位におけるバクテリア数をコロニー形成ユニット(CFU)として示

す。値は平均±標準偏差(n=5-6)。＊は P<0.05 でバクテリア数に有意差があることを示す(t-

検定)。 
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Ⅳ-4 考察 

 

A. mangium の境界様細胞が高 Al 耐性に寄与しているかを検討した結果、Al は A. 

mangiumの根表面に比べ、根端を覆った鞘状組織により多く集積したが(図Ⅳ-3 A,B、図Ⅳ

-5B)、鞘状組織の有無で Al 処理下の根の伸長量に違いはなく(図Ⅳ-1)、境界様細胞が根伸

長部を覆うことの Al耐性への寄与は明瞭でなかった。 

ダイズの根の伸長は、50 µM Alで12時間水耕栽培すると完全に抑制される(Osawa et al., 

2011)。Al処理したダイズの根伸長域では、Alが濃く集積し (図Ⅳ-4D)、根の表面構造が損

傷した (図Ⅳ-5C)。Al はオクラの胚軸の表皮細胞に集積し、細胞伸長を阻害するという報

告がある(Ma et al., 1999)。Alがダイズの根の表皮細胞に直接作用した可能性が考えられる。 

500 µM の Al 処理したとき、A. mangium の側根冠細胞で覆われた根伸長域表層に Al

の呈色が認められるが、表皮細胞には Al の集積は認められず(図Ⅳ-4 B)、根端表層に比べ

根端を覆った鞘状組織により多く Al が集積していた(図Ⅳ-5A, B)。また、側根冠細胞には

PA が集積しており、Al 処理の有無で PA 集積に顕著な違いは認められなかった(図Ⅳ-2)。

クスノキの根端で PA を集積した表皮様の細胞層が、Al 存在下において細胞の伸長維持に

関与し、その内側にある表皮細胞や皮層細胞の細胞伸長が維持されることが指摘されてい

る(Osawa et al., 2011)。高濃度の Al存在下においても A. mangiumの根の伸長が維持され

るのは、クスノキと同様に、根の伸長域において、PAを集積する側根冠細胞がその内側に

位置する表皮細胞への Al集積を抑制し、伸長維持に関与している可能性がある。 

500 µM Al処理下での A. mangiumの根の伸長は、30 %程度の阻害であり(図Ⅳ-1)、境界

様細胞の離脱に Al 処理と無処理で大きな違いは認められなかった(図Ⅳ-1B)。Al 存在下で

も境界様細胞が根の伸長に伴って離脱していたことから、側根冠細胞に集積した Alが境界

様細胞の形成にともない、境界様細胞とともに離脱している可能性があり、A. mangiumの

根端への Alの更なる集積を抑制している可能性がある。 
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バクテリア接種実験では、バクテリア接種後 48 時間目に計測されたバクテリア数を A. 

mangiumとダイズで比較したところ、根の接種部位と伸長部位ともに A. mangiumで有意

に少なかった(図Ⅳ-6)。しかし増殖率では、データのばらつきが大きく、A. mangium根端

で増殖しにくいことを明確には示せなかった。しかし、A.mangiumの増殖率はダイズの約

1/2 であり、PA が集積した境界様細胞による抗菌効果の可能性については否定されなかっ

た。 

PAを集積した境界様細胞の産生がバクテリアの増殖を抑制する機構としては、PAの抗菌

効果 (Dixon et al., 2005; Scalbert, 1991)の他に、境界様細胞が面的に剥がれることによる

除去効果も考えられる。例えば、根などの物の表面に付着した物質を取り除くことを考え

たとき、その下の層ごと面的に剥がすことによって根表面の付着物質を一度に取り除くこ

とができる。一方で、根表面がばらばらに剥がれることによっても付着物質を取り除くこ

とはできるが、面的に剥がれる方が付着物質の除去効果は高いと考えられる。このことか

ら、境界細胞のみのダイズに比べて、境界様細胞も存在する A. mangium で根表面に付着

したバクテリアが効果的に除去されるのではないかと推測する。エンドウマメでは、根端

に子のう菌のNectria haematococcaを接種することによって境界細胞と菌糸によるマント

状の構造体が形成されるが、その構造体の下にある根は感染を受けていないことが報告さ

れている(Gunawardena and Hawes, 2002)。マント状の構造体を取り除くことで、N. 

haematococcaによる更なる感染が抑えられていることが示唆される。 

 今後、今回の実験結果を踏まえて、境界様細胞や PAと病原菌との関連を明らかにするた

めの更なる実験が必要であると考える。植物の根端における PAや境界様細胞の有無、接種

する病原微生物の種や数などとの組み合わせを考慮した実験系の構築が必要と考える。 

 

以上本章では、境界様細胞が恒常的に生成され、離脱すること、同時に PA が側根冠細胞

と境界様細胞および境界様細胞に集積することが、根端への Alの集積抑制に貢献すること

を示唆し、A. mangiumの根のストレス耐性に境界様細胞産生が関与することを示唆した。 
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Ⅴ章 

総合考察 

－A. mangium の根における境界様細胞の生成と役割－ 

 

 

本章では、Ⅱ-Ⅳ章の結果を踏まえて、A. mangiumの根における境界様細胞の生成と根

の成長に果たす役割を論じる。 

 

Ⅱ章では、A. mangiumの水耕栽培時の根端に鞘状組織が形成され、それを外しても再形

成されることを明らかにした。そして、この鞘状組織は複数の細胞がシート状に結合して

離脱する境界様細胞であることを示した。境界様細胞は側根冠細胞由来であること、境界

様細胞は根の伸長域の側根冠細胞との結合を維持していること、境界様細胞の離脱速度は

根の伸長速度と連動していることを明らかにした。このことから、A. mangiumの境界様細

胞の生成と離脱はストレス誘導的でなく、常に行われていることが分かった。さらに、こ

の境界様細胞は離脱時に生活性を維持していることを示した。また、根頂端から 0-1 mm部

位では境界様細胞に加え境界細胞も生成され、境界細胞の周囲をムシゲルが覆うことを示

した。濾紙間や土壌中などの摩擦抵抗のかかる中を伸長した根表面にも、根端から離脱し

た境界様細胞が付着していることが確認した。 

 

Ⅲ章では、根端の組織化学的な観察によって、A. mangiumの根端および大部分の境界様

細胞内にプロアントシアニジン(PA)が集積することを明らかにした。A. mangiumの根冠で

は、PAは主に側根冠細胞に集積し、コルメラには集積せず、同じ個体の根冠において、部

位によって物質生成が異なることが分かった。濾紙間で根を伸長させた実験では、根の伸

長跡に PA を集積している細胞が認められた。PA は境界様細胞および一部の境界細胞内に
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保持されたまま根圏に放出され、根の伸長跡に残ることが示唆された。 

 

A. mangiumの境界様細胞は細胞間結合を維持し、境界細胞やシロイヌナズナの境界様細

胞(Vicré et al., 2005）に比べて大きな塊として離脱する特性を持っていた。そのため、本

研究ではこれまでの研究では解明できなかった根冠由来の細胞の離脱後の動態を明らかに

することができた。A. mangiumの境界様細胞は、土壌中を伸長する根の頂端側の表面から

生活性を有したままシート状に結合して剥がれていく。剥がれた境界様細胞は周囲の土壌

などによって押さえられてその場に留まるが、根はその内側を伸び続けていくために、見

かけ上、境界様細胞を基部側に残しながら根が伸長することになる。境界様細胞は根の伸

長に伴って形成されるため、根の伸長が続く限り境界様細胞は剥がれ続け、根基部側のさ

まざまな部位に残る。境界様細胞に集積されている PAは、失活後も保持されるため、境界

様細胞とともに根周囲に PAも存在することになる。これまでに境界細胞がアルミニウム耐

性(Hawes et al., 2000; 松本, 2003)や根圏環境の形成(Hawes, 1990; Hawes et al., 2002)に

関わっていることが明らかになっているが、これらの知見は境界細胞が放出される根端部

位に限られていた。大きな塊として土壌中に放出される A. mangium の境界様細胞を研究

材料とすることで、土壌環境ストレス耐性や根圏環境形成への根端からの離脱細胞の関わ

りについて、その全体像を調べることが可能になると考えられる。 

 

Ⅳ章では、A. mangiumの多重ストレス耐性への潜在機能として、高濃度の Alとバクテ

リア接種に対する境界様細胞と PAの役割について検討を試みた。根における PAの存在は

知られ始めたばかりである。松島(2010)による網羅的な解析により、草本植物に比べ多くの

木本植物の根で PA の集積が認められている。また、PA を根に集積する木本種の方が、A. 

mangiumと同様に、500 Mという高濃度の Al存在下でも根の伸長が阻害されにくい種が

多く存在するが、PA を集積する木本種でも Al 耐性の低い種も存在することが報告されて

いる(松島、2010)。Osawa et al. (2011)は、根端に集積する PAがクスノキの Al耐性に寄
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与していることを示唆している。本研究でも、PA が集積する側根冠細胞層より内側に Al

の進入がないことを確認し、根端に集積する PAと A. mangiumの Al耐性の関わりを指摘

した(図Ⅲ-3A, 図Ⅳ-4B)。PAを集積した境界様細胞の離脱と Al耐性の関わりについては明

確にできなかったが、根端に集積する PA の化学性や局在性と Al 耐性の関係を解析するこ

とで、有機酸の分泌(Ryan et al., 2001)によらない新奇の Al耐性機構を明らかにできる可能

性がある。バクテリア接種実験は、PAを根端の最表層の細胞に集積する A.mangium の方

がダイズの根端に比べ増殖率が抑えられるという仮説を設けて実施した。データのばらつ

きが大きかったために、仮説を明確に支持する結果は示せなかったが、仮説が完全に否定

される結果ではなかった。PAを集積した側根冠細胞が根端最表層を覆い、根の伸長に伴っ

て境界様細胞としてシート状に離脱していくことが、土壌病原菌に対する抵抗性に関与し

ているどうかは今後の課題である。 

 

以上本研究では、A. mangiumを研究材料として使うことで、根冠から離脱する境界様細

胞の生成および離脱後の動態の詳細を明らかにした。A. mangiumの境界様細胞が細胞の大

きな塊として離脱する特性を有することから、離脱後も根の周辺に存在し続けることを確

認でき、根端から離脱する細胞の根圏環境形成における役割の一端を明らかにすることが

できた。特に、PA が集積した境界様細胞については、本研究が初めての報告である。PA

は Al 耐性や抗菌効果などの作用を有することが知られており、A.mangium の高いストレ

ス耐性との関連が示唆される。 

根での PAを含む植物化学物質の生成の有無とその役割、離脱細胞の根圏における役割な

ど、境界細胞や境界様細胞に関わる研究において、今後解明すべきことがまだ多く残って

いる。本研究で明らかになった結果をもとに、境界様細胞を始めとする根圏と直接接する

根端の細胞や、PAなどの植物化学物質の生成、代謝およびその機能を広く樹木の根におい

て調べることで、土壌環境ストレス条件に生育する木本植物の耐性機構を知ることにつな

がると確信する。本研究はその一端を担えた研究と考える。  
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