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研究成果の概要（和文）：植物の再生はオーキシンやサイトカイニンなどの植物ホルモンによって著しく促進さ
れるが、そのメカニズムは断片的にしか理解されていない。本研究では、enhanced yeast-one-hybrid解析を基
に網羅的な転写制御ネットワークを構築し、この分子機構の解明を進めた。またクロマチンレベルの制御が器官
再生において果たす役割を検討した。さらに、プロトプラストの実験系を導入し、高度に分化した細胞が脱分化
を介して個体再生を行うしくみの解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：Plant regeneration is enhanced by auxin and cytokinin but molecular 
mechanisms underlying this control still remains obscure. In this study we developed a comprehensive
 gene regulatory network for plant regeneration based on enhanced yeast-one-hybrid analysis. 

研究分野： 植物細胞生物学、発生遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ホルモンを用いた組織培養技術の確立は20世紀の植物生理学の発展の金字塔のひとつといっても過言ではな
いが、そのしくみについては驚くほど分かっていない。本研究は植物の器官再生を司る鍵遺伝子の転写制御関係
を包括的に明らかにしようとする点に学術的意義がある。近年ゲノム編集技術が急速に進歩しているが、多くの
主要作物において形質転換後の器官再生、特に茎葉再生の効率の低さが大きなボトルネックとなっている。本研
究から茎葉再生制御のしくみが明らかになれば新たな組織培養技術の開発につながり、こうした問題の解決に貢
献するものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動物細胞に比べて一般的に植物細胞は高い再生能力を示し、根や茎などの器官が傷害を受け

てももとの形状を回復したり、新たな器官形成を誘導したりすることができる。こうした植物の
再生能力は古くから知られており、接ぎ木や挿し木による有用品種の大量繁殖にも広く利用さ
れてきた。一方、20 世紀初頭からの生理学実験から、オーキシンやサイトカイニンなどの植物
ホルモンが植物の器官再生能を著しく向上させることが明らかになり、これらの植物ホルモン
を培地に加えて外植片からカルスを形成し、さらにそのバランスを変えて茎葉や根を再生する
という組織培養技術が活用されてきた。いったん最終分化した植物細胞が全能性を維持してい
ることは、単一分化細胞がプロトプラスト化によって脱分化し、個体再生することを示した歴史
的な実験から証明されているが、外植片からの器官再生には細胞の脱分化ではなく、比較的未分
化な細胞の活性化を伴う場合があることも最近分かってきた。しかし植物細胞がどのようにこ
れらの分化転換を制御し、また植物ホルモンがどのようにこれらの過程を促進するのかはまだ
よくわかっていない。 
私たちは器官再生が主に傷口で誘導されるという点に着目し、傷害ストレスによって植物細

胞が脱分化、再分化する分子機構の解明を進めてきた。特に傷口で特異的に発現し、植物細胞の
脱分化を促進する転写因子 WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1(WIND1) を発見し、WIND1 がサ
イトカイニンに対する応答性を高めることによって脱分化を誘導することを示した。直近の成
果としては、WIND1 が茎葉再生を促進することの知られる ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 
(ESR1) の発現を直接誘導し、傷口でのカルス化及び茎葉再生を促進することを明らかにした。
さらに組織培養条件下でオーキシンやサイトカイニンがどのように器官再生を促進するかを転
写制御レベルで包括的に理解するため、enhanced yeast-one-hybrid 実験系を開発した Siobhan 
Brady 博士 (UC Davis)との共同研究を始め、植物の器官再生を司る転写制御ネットワークの構
築を進めた。この実験系では再生に関与する（もしくは関与が予測される）鍵遺伝子 48 個のプ
ロモーターに結合する転写因子を網羅的に探索し、これまでに 1,162 個の転写因子—プロモータ
ー結合を確認した。 
 こうした転写レベルでの再生制御機構の解明に加えて、私たちは細胞の分化転換がクロマチ
ンレベルで制御されるしくみについても解析を進めており、ヒストン修飾を触媒する POLYCOMB 
REPRESSIVE COMPLEX2 (PRC2) が最終分化細胞の脱分化を抑制し、分化状態を積極的に維持する
ことを発見した。さらに最近、ヒストンバリアントの変異体では、オーキシン、サイトカイニン
を用いた組織培養条件下の茎葉再生が著しく昂進することを見いだした。これらの結果から、私
たちはヒストンバリアントによるクロマチンレベルの制御が組織培養条件下において茎葉再生
に抑制的に働くという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、外植片とプロトプラストという二つの再生系を用いて、オーキシンとサイトカイ

ニンが植物細胞の分化状態を転換し、カルス形成、器官再生を促進する分子機構の解明を進める
ことを目的とした。まず外植片からの再生系を用いて、現在構築中の再生転写ネットワークから
予想される転写制御関係を検証した。この実験では既知の再生制御因子を軸とした転写制御ネ
ットワークを明らかにするとともに、新規の制御因子を同定し、器官再生における役割を解明す
ることを目指した。次に外植片からの再生系においてヒストンバリアントが器官再生を抑制す
るしくみの解明を目指した。さらに高度に分化した細胞からの脱分化、再分化を経た個体再生を
解析する系としてプロトプラストからの再生系を導
入し、上記の解析から明らかになる転写レベル及び
クロマチンレベルでの再生制御機構が最終分化細胞
からの全能性発揮にどう関与するかを検証した。 
 
３．研究の方法 
enhanced yeast-one-hybrid 解析の結果をさらに

詳細に解析し、注目する転写因子が実際に再生誘導
時に下流標的遺伝子のプロモーターに結合し、発現
を制御しうるのか、またその転写制御関係が再生に
寄与しうるのかどうかを調べた。またヒストンバリ
アント変異体の表現型解析を通して器官再生のどの
ステップを制御するのかを明らかにするとともに、
このしくみによって発現制御を受ける遺伝子を同定
し、ヒストンバリアントが茎葉再生を抑制する分子
機構を解析した。さらに外植片からの器官再生を制
御する鍵遺伝子の欠損変異体や過剰発現体から調整
する葉肉プロトプラストを用いて脱分化、再分化の
表現型を解析し、最終分化細胞からの全能性発揮を
制御する分子機構の解明に着手した。 
 
 

図1 enhanced yeast-one-hybrid解析から予想
される植物の再生を司る遺伝子発現制御ネ
ットワークの全体像。 
 



 
４．研究成果 
(1) 器官再生を司る転写制御ネットワークの解明 

enhanced yeast-one-hybrid 解析から
得られた1,162個の転写因子—プロモータ
ー結合について詳細なネットワーク解析
を 行 っ た (Ikeuchi and Shibata et 
al.2018, 図１)。特に傷害誘導すること
の分かっている転写因子と植物ホルモン
によって誘導されることが分かっている
転写因子がどういった下流遺伝子のプロ
モーターに結合し、ネットワークを形成
するのかを検討したところ、傷害誘導性
の遺伝子発現ネットワークと植物ホルモ
ン誘導性の遺伝子発現ネットワークは多
層的に交差し、協調的にストレス応答、サ
イトカイニン、オーキシン、細胞増殖、発
生に関与する多くの遺伝子の発現を制御
することが見えてきた (図 2)。またこれ
までに再生に関与することが報告されて
いる PLETHORA3 (PLT3)遺伝子、ESR1 遺伝
子と高温ストレスによって活性化するこ
との知られている HEAT SHOCK FACTOR 
B1(HSFB1)遺伝子が転写制御ネットワーク
のハブとして機能することが予測された
(図 2)。さらにサイトカイニンシグナルを
制 御 す る ARABIDOPSIS RESPONSE 
REGULATOR(ARR)転写因子がストレス応答 
(HSFB1, HSFB2A, WRKY48)、幹細胞維持、
リプログラミング（HSFB4, WIND3, ERF115,PSK5）、茎葉形成（WUS, CUC1, ESR2）、オーキシン応
答(ARF19, LBD18)等、複数のシグナル経路に作用する遺伝子の発現を直接制御することが示唆
された (図 3)。 

 
(2) ヒストンバリアントによる器官再生抑制機構の解明 
野生型とヒストンバリアント変異体を用いて RNAseq 解析を行い、CIM でのカルス形成時、SIM

移行後の茎葉再生時に野生型と変異体間で発現量に違いがみられる遺伝子を探索し、ヒストン
バリアントの制御下にあると予想される遺伝子群を抽出した。またこれらのデータと既報のヒ
ストンバリアント蓄積領域を示す ChIPseq data を比較し、ヒストンバリアントが蓄積すること
で直接遺伝子を制御すると予想される遺伝子領域を同定した。さらにこうした遺伝子発現の異
常が変異体の茎葉再生昂進という表現型の原因となっているかどうかを分子遺伝学的に検討し
た。特に植物ホルモンの合成や応答に関与する遺伝子がヒストンバリアントの制御下にある可
能性がみえてきたため、阻害剤を用いた実験によってこの仮説をさらに検討した。 
 
(3) プロトプラストからの脱分化、再分化を経た植物体再生機構の解明 

最終分化細胞からのリプログラミングの過程を単一細胞レベルでより直接的に解析するため、
シロイヌナズナの本葉から葉肉プロトプラストを単離し、オーキシン、サイトカイニンなどの植

物ホルモンを添加した培地上で細胞リプロ
グラミングを誘導する実験系の確立を進め
た。再現性よく細胞リプログラミングを起こ
す培養条件の確立に成功し、野生型植物と変
異体や薬剤処理した植物体との表現型の比
較が可能になった。これまでに報告されてい
る脱分化制御因子やカルス形成制御因子、茎
葉再生制御遺伝子、及び本研究でこれまでに
再生における役割を解明してきた制御因子
がシロイヌナズナの葉肉プロトプラストか
らの脱分化、カルス化を経た再分化に関与す
るかどうかを検討した。またプロトプラスト
実験系を用いて RNAseq 解析を行う実験系を
確立し、野生型にみられる経時的な遺伝子発
現の変化や薬剤投与下での遺伝子発現の変
化を解析した。 

図 2  enhanced yeast-one-hybrid 解析から予想される植
物遺伝子発現制御ネットワークの詳細。傷害誘導性の
遺伝子発現ネットワークと植物ホルモン誘導性の遺伝
子発現ネットワークは多層的に交差し、協調的にスト
レス応答、サイトカイニン、オーキシン、細胞増速、発
生に関与する多数の遺伝子の発現を制御する。なかで
も HSFB1, PLT3, ESR1 が転写制御ネットワークのハブ
として機能する。 

図 3 サイトカイニンシグナルを制御する ARR 転写因
子はストレス応答 (HSFB1, HSFB2A, WRKY48)、幹細胞
維 持 、 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ （ HSFB4, WIND3, 
ERF115,PSK5）、茎葉形成（WUS, CUC1, ESR2）、オーキ
シン応答(ARF19, LBD18)等、複数のシグナル経路に作
用する遺伝子のプロモーターに直接結合する。 
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