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研究成果の概要（和文）：傷害ストレスによって誘発される植物のカルス形成と、引き続いて起こる組織の再分
化は自然界でも組織培養環境下でも見られるが、その分子メカニズムは良くわかっていない。
本研究では、シロイヌナズナの傷害応答性転写因子に着目することで、植物が傷口で細胞リプログラミングを引
き起こすだけでなく、茎葉再分化を積極的に促進するための階層的な転写因子ネットワークを有していることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Callus formation and successive de novo organogenesis are seen in nature and
 in in vitro; however, the molecular mechanisms underlying this control remain poorly understood. In
 this study, we investigated how wound induced-transcription factors promote callus formation and 
shoot regeneration at wound site of Arabidopsis.

研究分野：植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
	
 傷害ストレスからの器官再生現象は動植
物問わず広く見られる 1。植物では傷害部
位をカルス細胞で覆うことで外界から生体
内部を保護し、更に組織・器官を再分化さ
せて傷を修復することが知られている。分
化全能性に裏打ちされた植物のこの柔軟な
細胞分化の可塑性は、挿し木や葉挿しによ
るクローン増殖等、農業的にも古くから利
用されてきた。傷害部位において一度分化
した細胞が分裂を再開し、幹細胞を新生す
る等の劇的な変化が起きるにも関わらず、
一連の分子メカニズムは分からないことが
多い。研究代表者はシロイヌナズナを用い
たこれまでの研究から、傷害部位で発現が
上昇しカルス形成を正に制御する転写因子
WINDを見出している 2, 3。興味深いことに、
WIND1 の過剰発現によって生じるカルス
は、シロイヌナズナに限らず、トマトやタ
バコにおいても葉茎の再生が起こり易い 4, 

5。これらの事実からWIND1の下流因子に
は、細胞分裂を昂進する因子のみならず茎
葉への再分化を促進する因子が存在するこ
とが予想された。 
 
２．研究の目的 
	
 WIND1の過剰発現植物では、組織培養条
件において茎葉再分化を促進することが知
られている複数の転写因子の遺伝子が発現
上昇しており、これらの転写因子がWIND1
の下流因子として存在することが予想され
た。本研究では、茎葉再生を司る転写因子
が WIND1 の下流因子として存在し、細胞
分裂および茎葉への再分化を促進するとい
う仮説を立て、傷害誘導性のカルス形成と
茎葉再分化現象における役割や、WIND1
による発現制御機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 	
 生化学的および分子遺伝学的アプロー
チを用いて解析を進めた。着目する遺伝子
の機能欠損、機能獲得変異体やマーカーラ
インを用いてカルス形成や茎葉形成を評価
し機能解析を進めると共に、遺伝子一過的
発現系、ChIP-qPCR解析、EMSA解析等を
組み合わせ、遺伝子発現の制御様式や
WIND1が結合する cis配列を決定した。 
 
４．研究成果 
 	
 WIND1 遺伝子を過剰発現させたシロイ
ヌナズナでどのような遺伝子が発現してい
るかを調べた所、転写因子 ENHANCER OF 
SHOOT REGENERATION 1（ESR1）の遺伝
子が多く発現していた。傷口で WIND1 が
ESR1 遺伝子の発現を制御しているのであ
れば、傷口で ESR1 遺伝子の発現が促進さ
れるはずである。実際、RT-qPCR法によっ
て ESR1 遺伝子の発現量を複数の組織の傷
口で測定したところ、どの組織でも、傷つ
けてから数時間以内に発現量が上昇した。

また、プロモーターレポーター解析におい
ても、傷口の維管束柔組織や前形成層の細
胞、維管束の周りの葉肉細胞で特異的に
ESR1 遺伝子のプロモーター活性が確認さ
れた。ESR1に緑色蛍光タンパク質（GFP）
をつないだ ESR1-GFP タンパク質を ESR1
プロモーターで発現させたシロイヌナズナ
（ESR1-GFP）でも、傷口の細胞の核で蛍光
が観察された。傷をつけた後の WIND1 遺
伝子の発現は ESR1 遺伝子より先に見られ
たこと、また、WIND1の機能を抑制したシ
ロイヌナズナ（WIND1-SRDX）では ESR1
遺伝子の発現が抑えられたことから、
WIND1が ESR1遺伝子の発現に関与するこ
とが示唆された。実際 GFP 抗体を用いた
ChIP-qPCR 解析、EMSA 解析および LUC
レポーターを用いたトランスアクチベーシ
ョンアッセイによって、WIND1が ESR1の
翻訳開始点の約 150bp上流の領域に直接結
合し、ESR1の発現を正に制御することが明
らかになった。 
  次に ESR1 遺伝子が傷口のカルス形成に
関わるかを調べた。ESR1遺伝子の機能を抑
制 し た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ esr1 と
ESR1-SRDX）および、ESR1 遺伝子が多く
発現するようにしたシロイヌナズナ
（esr1-D と ESR1-GFP）を用い、傷口での
カルス形成能を野生株と比較したところ、
野生株と比べ、esr1 と ESR1-SRDX はカル
ス形成が抑制され、esr1-Dと ESR1-GFPは
カルス形成が促進された。これにより、
ESR1遺伝子は傷口において、カルス形成を
促進する機能を持つことが明らかになった。
続いて、ESR1-GFP タンパク質を ESR1 プ
ロモーターで発現させたシロイヌナズナ
（ESR1-GFP）を用いて、傷をつけた組織（花
茎、葉、子葉および根）を植物ホルモンを
添加しない培地で培養した。用いたシロイ
ヌナズナ野生株では、植物ホルモンを添加
した培地で培養しないと茎葉は再生しない
が、ESR1-GFP は植物ホルモンの添加なし
に茎葉が再生した。ESR1-GFP では、傷を
つけた後の ESR1 遺伝子の発現量がピーク
時には野生株に比べ 2倍ほど増えていたこ
とから、傷口で ESR1 遺伝子の発現量を増
加させると茎葉の再生が促進されると予想
された。これを検証するため、遺伝子発現
のタイミングを制御できる遺伝子発現誘導
系のシロイヌナズナの葉を用いて、傷をつ
けた後に ESR1 遺伝子の発現を誘導したと
ころ、培地に植物ホルモンを添加しない条
件でも、傷口からの茎葉再生が著しく促進
された。このことから、傷口で ESR1 遺伝
子の発現量を増加させると茎葉の再生が促
進されることが明らかになった。 
	
 ESR1 も転写因子であるため発現を制御
する遺伝子（群）が存在すると考えられる。
そこで、茎葉が著しく再生する組織培養の
条件を用いて、ESR1 によって茎葉再生が
制御される遺伝子を RT-qPCR 法で探索し



た。この組織培養条件では、ESR1遺伝子の
機能を抑制した esr1と ESR1-SRDXは、野
生株に比べて茎葉の再生が抑えられ、逆に
ESR1 遺伝子が多く発現するようにした
esr1-Dと ESR1-GFPでは茎葉の再生が促進
された。組織培養条件で茎葉再生に関与す
ることが既に報告されている 12 個の転写
因子の遺伝子について、野生株と esr1を比
較したところ、esr1 では ESR2、CUC1、
RAP2.6L、WUS、STM の 5 個の遺伝子の発
現が抑制された。この結果から、ESR1 が
制御する遺伝子には茎葉再生に関わる 5個
の転写因子が含まれることが分かった。こ
れらの解析から、傷をつけたシロイヌナズ
ナの組織には、WIND1→ESR1 という転写
因子のネットワークが存在し、そのネット
ワークによって傷口のカルス形成や茎葉再
生が促進されることが明らかになった。こ
れは、傷を受けた植物が単に傷口でカルス
形成を誘導し傷を塞ぐだけでなく、そのカ
ルスから新しい組織を再生させるための分
子経路を持つことを示している。 
	
 その他、本研究では、ESR1遺伝子の傷口
での発現が植物ホルモンのオーキシンとサ
イトカイニンによって相乗的に促進するこ
となども明らかにした。サイトカイニン応
答に関わる ARR1 と ARR12 の機能抑制二
重変異体（arr1,	
 arr12）でも、傷ストレス
後の ESR1 の発現量が減少することなども
見いだすことができた。 
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