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研究成果の概要（和文）：WIND1はシロイヌナズナにおいて傷害部位での細胞の脱分化とカルス形成を正に制御する転
写因子であるが、傷害ストレスやその他のストレスがどのようにWIND1の発現を活性化させるかは分かっていない。本
研究では酵母ワンハイブリッド解析から選抜されてきた熱ショック応答に関与する因子が、WIND1の上流因子として植
物細胞の脱分化に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：WIND1 is wound inducible transcription factor which positively regulates cell dedi
fferentiation and callus formation at wound site of Arabidopsis. Yeast one hybrid analysis revealed that a
 heat shock (HS)-related transcription factor is one candidates of WIND1-upstream factor. This factor is u
pregulated by not only heat shock but also by wound. When plants are treated on heat-stress condition, WIN
D1 expression is upregulated and plant comes to form callus easily. WIND1 loss of function suppresses this
 callus induction, suggesting WIND1 participates in heat inducible cell dedifferentiation. Level of WIND1 
expression in the loss-of-function mutant of the HS-related transcription factor is smaller than that of w
ild-type plants under both normal and heat stress condition. These results and other observations clarifie
d that there is HS-triggered cell dedifferentiation cascade, which is mediated by HS-related factor and WI
ND1.
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１．研究開始当初の背景 
 植物の脱分化細胞塊であるカルスは植物
組織の傷害部位に形成され、活発に分裂する
不定形の細胞で構成されている。傷害による
カルス形成に関しては 200年以上前から報告
があるとされる。20世紀半ばに植物組織片か
らの脱分化と再分化には、植物ホルモンであ
るオーキシンとサイトカイニンの濃度比が
影響を与える事が示され、in vitroでのカルス
培養法と組織の再分化法が確立された。また
ニンジン細胞の不定胚誘導系を用いた研究
により、熱ストレスや浸透圧、重金属イオン
等のストレスが外因性の植物ホルモン非依
存的に植物細胞の脱分化を促進することが
明らかになっている。これらの基礎的研究か
ら、植物の脱分化細胞は長年に渡り植物細胞
の生理機能の解明等、基礎科学の実験材料と
してのみならず有用物質生産や新品種作製
等の応用科学にも広く用いられてきた。しか
し、傷害をはじめとするストレスがどのよう
に脱分化を促進するのか、また脱分化細胞の
細胞特性がどのように維持されるのかとい
った分子メカニズムはこれまでほとんど明
らかにされておらず、広く生物科学における
重要な研究課題の一つとなっている。 
  
２．研究の目的 
 このような背景から、申請者は、脱分化の
誘導およびその維持に必須な遺伝子を明ら
かにしようと考え、シロイヌナズナ植物体を
用いた研究から、AP2/ERFファミリーに属す
転写因子 WIND1 が傷害ストレスで発現が促
進し細胞の脱分化を促進する事をこれまで
に明らかにしてきた。しかし WIND1 がどの
ような因子によって発現誘導されるかは明
らかになっていない。本研究では、WIND1の
上流因子の探索を通して、傷害やその他のス
トレスがどのような分子メカニズムで
WIND1 を活性化するかを明らかにすること
を目的とした。より具体的には、①WIND1の
発現を促進する転写因子を単離すること、②
傷害によって誘導される因子として活性酸
素種 (ROS)が知られているため、ROS が
WIND1 の発現やカルス形成へどのような影
響を与えるかに関して研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 WIND1 の発現を促進する転写因子を単離
するために、WIND1プロモーター配列を bait
とし、Yeast One Hybrid (Y1H)システムによる
WIND1 の直接上流転写因子のスクリーニン
グを行った。候補因子に対して、培養細胞を
用いた一過的遺伝子発現系により WIND1 の
プロモーター配列に対して転写活性化能を
調べた。さらに Chromatin Immunoprecipitation 
(ChIP)法によって、上流候補因子が直接
WIND1 のプロモーターに結合するか確かめ
た。また、候補因子の機能欠損株における、
ストレス時/非ストレス時の WIND1 の発現や、
カルス誘導時における形質を調べた。 

 ROSの関与を調べる実験においては、ROS
として H2O2 を処理した植物体における遺伝
子解析や、活性酸素種の蓄積に関与するシロ
イヌナズナ変異株を用いたカルス誘導アッ
セイ等を行った。 
 
４．研究成果 
 Y1Hスクリーニングを行った所、上流転写
因子候補の一つとして熱ショックに関連す
る転写因子 HSF が単離された。実際 HSF の
過剰発現（HSFox）は、培養細胞を用いた一
過的遺伝子発現系において WIND1 のプロモ
ーター配列に対してコントロールベクター
比で約 40 倍の転写活性化能を有していた。
HSF のホモログ遺伝子も同様に転写活性化
能を有していたが、これらの因子は熱ストレ
スのみならず傷害によっても遺伝子発現が
促進することが報告されている。実際、HSF
の mRNA 量は傷害ストレスを与えた組織で
は、調査した最も早い試験区である処理後 1
時間で上昇していた。これらの因子は public 
database (Atted-II)においてもWIND1の共発現
遺伝子として高位にランクされるが、これは
シロイヌナズナ生体内での WIND1 発現パタ
ーンが HSF と似ていることを示しており、
HSF が WIND1 の発現を正に制御する可能性
を示唆するものである。 
 WIND1 は熱ストレスでも発現誘導され脱
分化を促進することが予想されたため、野生
株とWIND1機能抑制株（WIND-SRDX）に熱
ストレスを与え、その後植物ホルモンを含ま
ない通常条件で培養したところ、野生株では
カルス化が観られたのに対し、WIND-SRDX
では観られなかった。この結果から、WIND1
依存的な熱ストレス誘導性の脱分化経路が
シロイヌナズナに存在することが分かった。
さらに、HSFの機能欠損株では、熱ストレス
誘導性のカルス化が抑制されること、通常条
件および熱ストレス条件下で WIND1 の発現
がコントロールに比べて抑えられることか
ら、熱ストレス→HSF→WIND1→脱分化とい
う経路が存在することが明らかとなった。 
 HSF による WIND1 の発現制御が直接的で
あるか、別の因子を介した非直接的なものか
については、現在 ChIP 法により解析を進め
ている段階で、結論には至っていない。HSF
が認識するシス配列を有する既知の遺伝子
のプロモーターに対しては、免疫沈降後に単
離されるゲノム DNA の断片が有意に濃縮し
ていることから、ChIP実験は良好に進んでい
る。 
 シロイヌナズナの黄化胚軸を切断すると、
切断面にカルスが形成される。この実験系に
おいて、H2O2 生成を可視化するために
3,3′-diaminobenzidine（DAB）染色を行ったと
ころ、切断面において H2O2 が生成している
ことが確認された(図１：茶色に染まっている
部分)。しかしながら、H2O2 を処理した植物
体では、 H2O2 応答性が知られている
glutathione S-transferase tau 5 (GSTU5)の発現



上昇は観られたものの、WIND1 の発現上昇

は観られなかった(図 2)。さらに、傷害時の
ROS の過剰な蓄積が起こる変異株(mpk8-1、
mpk8-2等)や、逆に傷害時の ROSの蓄積が起
こりにくい変異株(MPK8-GFP、rbohD-1 等)
のいずれにおいても、傷害誘導性のカルス形
成には影響が見られなかった。これらの結果
から、シロイヌナズナの切断胚軸におけるカ
ルス形成においては、傷害部位で生成する
H2O2 の関与は非常に少ないことが示唆され
た。 
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図2.   H2O2(2mM)処理した植物体ではWIND1の発現
は上昇しない。   
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