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研究成果の概要（和文）：本研究では、シロイヌナズナの切断傷害を受けた花茎の癒合過程における、より詳細
な時空間的な変化を明らかにすることを目的に、レーザーマイクロダイセクション（LMD）法によって回収した
極微量組織片からの内生植物ホルモン分析、RNA-Seq法を用いたトランスクリプトーム解析を行い、切断処理直
後の遺伝子発現に関して新たな知見を得た。 
さらに、ANAC071転写因子ファミリーが二次的に形成される導管組織の分化に深く関わっていること、胚軸間接
ぎ木の接着過程における維管束組織の再生・再分化にも関わっていることを明らかとしたほか、RAP2.6L転写因
子の接ぎ木接着過程における生理機能の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, to show the detailed spatial and temporal gene expression 
profile and localization of phytohormone in cells undergoing tissue reunion in incised Arabidopsis 
flowering stem, analysis of gene expression and quantification of phytohormone using different 
tissue cells separately collected by laser micro-dissection (LMD) were  performed. From these 
results, we showed detailed spatio-temporal patterns of selected gene expression and endgonouse 
phytohormone that correlate with tissue reunion.
In addition, we suggested that ANAC-TFs are involved in cell proliferation of vascular tissue during
 tissue-reunion process in incised Arabidopsis flowering stem and grafting of Arabidopsis seedlings.
We also reported that JA and RAP2.6L are not needed for cell proliferation related to graft union of
 Arabidopsis seedlings.

研究分野： 植物生理学

キーワード： シロイヌナズナ　組織癒合　植物ホルモン　接ぎ木　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、未だ知見が乏しい傷害を受けた組織から維管束や表皮組織などが再生するリプログラミングの過程に
ついて、分子遺伝学的手法とともに、レーザーマイクロダイセクションなどの新たな技術と、微細構造観察・機
器分析法を融合させた研究手法を取り入れて行い、極微量組織片からの内生植物ホルモン分析・遺伝子発現解析
法を確立し、シロイヌナズナ切断組織再生の分子的メカニズムに関する新たな知見を得た。
本研究によって得られた成果は、世界的にも重要な農業技術である接ぎ木への応用が期待できるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物は分化した細胞であっても、一定の条件下で単離・培養することで、個体を再生する分
化全能性を持つ（Sugimoto, 2015; Ikeuchi et al. 2015）。また植物個体内であっても、茎を
部分的に切断された場合、切断された組織はそれまでの細胞機能を転換し、一過的にメリステ
マティックな状態へと移行する現象が見られる。そして細胞分裂を開始して失われた組織を分
化させ、元の組織同士を癒合させることで、個体機能の回復を図る（Flaishman et al. 2003）。
このような分離した組織の癒合は植物では通常起こらないが、雌しべ形成時の心皮の結合や、
傷害・接ぎ木などによる組織癒合時には、例外的に観察することができる（Kollmann & Glockmann, 
1985; 朝比奈・佐藤, 2004; Asahina & Satoh,2015; Notaguchi et al. 2015）。しかし、維管
束の再生に関してはオーキシンが重要な因子である事が示唆されているものの（Sachs, 2000）、
組織癒合に関する分子的な解析は、世界的にも全くなされていなかった（Reid & Ross, 2011）。 
 そこで申請者らは、作物生産において土壌病害を回避する目的で接ぎ木が行われているキュ
ウリやトマトを用いて、切断された胚軸が癒合する過程を生理学的に解析し、子葉から供給さ
れるジベレリンが皮層の細胞分裂開始に必須であり、同時に細胞接着に働くペクチンの合成を
促進することを明らかにした。さらに、導管液中の無機元素も、組織癒合に必須であることを
示した。また、シロイヌナズナ切断花茎を用いた研究から、組織癒合に必須な 2種類の転写因
子と植物ホルモンによる制御、組織癒合応答性遺伝子の同定に成功した。さらに、細胞壁酵素
遺伝子 XTH19,20 が、転写因子の一種によって直接制御を受け、癒合過程での組織再生に関わっ
ている可能性を示唆した。興味深いことに、シロイヌナズナ花茎とキュウリやトマト胚軸では
共通したプロセスが観察される一方、反応する組織や必要とするホルモンに違いがあることも
判明した。さらに、申請者らが行った組織別遺伝子発現解析の結果、傷害部位では数細胞レベ
ルで異なったパターンの遺伝子発現が確認されており、傷害を受けてからの遺伝子発現が厳密
に制御されている可能性が示された。 
 
２．研究の目的 
植物組織において、傷害によって引き起こされる遺伝子発現と、組織癒合の過程でおこる表皮
や維管束組織等の再生に関する分子的な知見は未だ乏しい。組織再生・器官分化が、茎の内部
組織で起こる現象であるため、従来の遺伝子発現解析や機器分析では、その動態の解析が困難
であるためである。そこで本研究では、シロイヌナズナの切断傷害を受けた花茎が、失った表
皮や維管束組織を再生/再分化させるプロセスに注目した。特に、組織再生に関わる転写制御因
子と植物ホルモンによる遺伝子ネットワークの調節機構について、イメージング技術を用いて
解析する。さらに、花茎において傷害を受けるまで細胞の脱分化を抑制しているメカニズムを
明らかにすることで、植物特有の細胞分裂の再開と組織分化の協調的制御機構を明らかとする
ことを目的として（1）ANAC071、RAP2.6L など癒合関連遺伝子の詳細な発現部位の特定と時空
間的変化、（2）傷害を受けた組織において植物ホルモン合成誘導が誘導される部位の特定、（3）
維管束などの組織再生に必要な遺伝子の同定などを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）シロイヌナズナ切断花茎の組織癒合過程における組織特異的な遺伝子発現解析 
1 ヶ月程度栽培したシロイヌナズナの花茎を、Asahina et al. (2011) の方法に従って切断処
理を行い、癒合部を含む約 5–10 mm の領域を切断 1 時間後、1 日後、3 日後、5 日後、7 日後
ごとにそれぞれサンプリングした。サンプリングした花茎を SCEM コンパウンドに包埋し、ドラ
イアイス冷却ヘキサンで凍結後、川本法に従って凍結ミクロトームにて切片を作成した。この
凍結切片から、LMD 装置を用いて組織癒合部の花茎を、切断部上側、下側、非切断部の領域に
区分し、さらに表皮・皮層、維管束、髄の組織別に分けて回収した。その後、回収した組織か
ら RNA を抽出し、QRT-PCR を用いた定量的遺伝子発現解析と RNA-seq 法によるトランスクリプ
トーム解析を行った。 
（2）組織癒合過程における植物ホルモンの時空間的局在変化 
シロイヌナズナ切断花茎の植物ホルモンの組織別局在変化を明らかにするため、遺伝子発

現解析と同様に、LMD を用いて切断花茎を部位・組織別に分けて回収した。回収した極微量組
織から、80%メタノールを用いて植物ホルモンを抽出し、C18 カラムを用いて精製した。その後、
LC-MS/MS を用いて植物ホルモン（オーキシン、ジャスモン酸、ジベレリン、サリチル酸、サイ
トカイニン類など）の一斉定量解析（ホルモノーム解析）を行った。 
（3）ANAC071、RAP2.6L 転写因子の生理機能と下流因子 
シロイヌナズナ切断花茎の癒合には、ANAC071、RAP2.6L 転写因子が関与していることが既に分
かっている。そこで、ANAC071、RAP2.6L 転写因子の生理機能と下流因子の探索のため、これら
の転写因子や植物ホルモン関連変異体/形質転換体/変異株を用いて、切断花茎の癒合過程、及
び胚軸間接ぎ木過程における微細構造の形質調査を行うとともに、癒合過程中の遺伝子発現変
化を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）組織癒合過程における組織特異的な遺伝子発現解析 
組織癒合過程において重要な転写因子である ANAC071(Asahina et al.2011) は、切断花茎の



癒合過程における細胞分化の他、シロイヌナズナ芽生えの接ぎ木接着過程における維管束組織
の細胞分裂にも関与していることが明らかとなっている (Matsuoka et al. 2016) 。 ANAC071 
は、切断処理 1 日後に傷側上部で発現が誘導され、特に「表皮・皮層」において 高い発現が
見られており、ANAC071 と同様に組織癒合に重要な転写因子である ANAC096 は、切断処理 1日
後の傷側上部の「表皮・皮層」、傷側上下 部の「維管束」において高い発現量を示していた。
これら 2 つの転写因子は、「髄」では、発現量が低い傾向が見られ、細胞の分裂・伸長が開始
する切断処理 3日後では、全ての組織において発現量が低下していた。また、ANAC071・096 遺
伝子のホモログである ANAC011 は、切断処理 1日後の「維管束」で高い発現が見られたが、「表
皮・皮層」や「髄」では、ほとんど発現していなかった。 
この他、シロイヌナズナ組織癒合過程に応答することが報告されている遺伝子群（Asahina et 
al. 2011）や、それらのホモログと考えられる遺伝子についても qRT-PCR 法を用いた発現解析
を行い、時空間的発現変化を明らかにした。また、LMD 法を用いて回収した極微量組織からの
RNA-seq 法を行い、切断処理 1日後の花茎における部位・組織別遺伝子発現を網羅的に明らか
とした（図 1）。 
（2）植物ホルモンの時空間的局在変化 
シロイヌナズナ切断花茎の癒合に重要な植物ホルモンである IAA は、切断処理 1時間後では、
傷側上部の IAA の内生量が傷側下部と比較して高くなっており、特に維管束においては、下部
の維管束と比べて、3倍程度高い内生量を示した 。切断処理 1日後においては、切断処理 1時
間後より傷側上部の全ての組織において、IAA の内生量が減少していた（図 1）。  
その他、JA 類や ABA、サイトカイニン類などの植物ホルモンについても、非切断処理から切

断処理 1 時間後、1日後といった組織癒合過程初期における組織ごとの内生量変化を示すこと
ができた。今回の解析では GA は検出できなかったが、今後、LMD 法を用いた植物ホルモン分
析の際の精製方法の改善や分析機器の性能の向上によって、より少ないサンプル量からの微量
な植物ホルモンの分析が可能となると考えられた。 

 
（3）ANAC071、RAP2.6L 転写因子の生理機能と下流遺伝子 
シロイヌナズナの胚軸における傷の修復を明らかにするために、実体顕微鏡下でシロイヌナズ
ナ芽生えの胚軸接ぎ木を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結果、接ぎ木 7日後に
おける接ぎ木部は、維管束組織が細胞分裂により肥大し、肥大した維管束組織を包むように皮
層の細胞が成長を起こしていた。 
次に、接ぎ木過程における植物ホルモンの作用を調べるために、植物ホルモン阻害剤の投与を
行った。その結果、ジベレリン生合成阻害剤は、皮層細胞の成長だけを抑制したのに対して、
オーキシン極性輸送阻害剤は、皮層細胞の成長と維管束組織の分裂を抑制した。オーキシン阻
害剤の投与は、ジベレリン生合成遺伝子の発現も減少させた。このことから、ジベレリンはオ
ーキシンによって生合成が誘導され、皮層細胞の成長を促進していることが示唆された。 
 また、ANAC071 とそのホモログである ANAC096 は、ともに接ぎ木部で遺伝子発現の誘導が起
こったが、オーキシン阻害剤の投与により、その発現が抑制された。さらに ANAC071 と ANAC096
の二重欠損株においては、接ぎ木過程における植維管束組織の細胞分裂の抑制が観察された。
以上のことから、接ぎ木過程におけるオーキシンによる維管束組織の細胞分裂の促進には、
ANAC071、ANAC096 転写因子が関与していることが明らかとなった。 
直接的なターゲット遺伝子の解明には至らなかったが、以上の結果及び子葉を用いた維管束細
胞分化誘導アッセイを用いた予備的実験などの結果から、維管束幹細胞の分化誘導や増殖に関
わる遺伝子が、ANAC071 の下流候補遺伝子として考えられた。 
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次に、シロイヌナズナの胚軸間接ぎ木における RAP2.6L と、その発現を調節すると考えられ
るジャスモン酸（JA）に注目し、胚軸間接ぎ木への役割を明らかにすることを目的として行っ
た。その結果、JA と RAP2.6L 遺伝子は傷害や胚軸間接ぎ木の過程で誘導されてくるものの、癒
合過程で生じる細胞増殖には直接関与していないことが明らかとなった（図 2）。 
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