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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物が傷害ストレスによってどのような遺伝子を発現させて細胞の脱分
化を引き起こすのかについて解析した。遺伝子発現のスイッチタンパク質(転写因子)に着目し､この転写因子が
傷害ストレス時に制御する遺伝子を網羅的に調べた。この結果、これまで組織培養条件下や局所的な組織･細胞
破壊時に組織の再生現象に働くことが知られている別の転写因子、維管束の形成に関与する遺伝子、病害応答な
どに働く遺伝子などが発現の制御を受け、複雑なネットワークを形成していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study tried to elucidate which genes are involved in plants to induce 
cell dedifferentiation upon wounding stress. We focused on wound-inducible transcription factors and
 did comprehensive transcriptome analyses after injuring and after induction of the transcription 
factor. The results revealed that gene expression of other transcription factors known to be 
involved in tissue regeneration under tissue culture conditions are regulated by the transcription 
factor. Plus, genes involved in vascular bundle formation and disease response are regulated by the 
factor.

研究分野：植物生理学

キーワード： 傷害ストレス　細胞リプログラミング　脱分化　再分化　転写因子　遺伝子発現ネットワーク　導管要
素　病害応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
傷を受けた生物は、傷口において傷の修復や病原菌からの防御を行う必要があるが、植物も、傷害応答性のスイ
ッチタンパク質によって再生から防御応答にわたるまで多岐に渡る生理現象を同時に引き起こしていることが明
らかとなった。この解析から選抜されてきた遺伝子には、組織培養において再生を促進する機能を持つものや、
病害ストレスから身を守るための機能を持つものが多く含まれていると考えられるため、これらの遺伝子の機能
を利用した応用研究も期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
単離した葉肉プロトプラストから植物体を再生させた歴史的な研究から 1、植物細胞は一度分
化した後も脱分化し、分化全能性を発揮できることが証明された。この能力に裏打ちされた柔軟
な細胞分化の可塑性は、組織培養を用いたクローン増殖等、農業的にも古くから利用されてきた
が、植物細胞がどのように分化全能性を再発揮するのか、そのメカニズムは不明な点が多く、21
世紀の科学における重要な問いの一つとなっている 2。植物以外の生物においても傷害ストレス
がその引き金になることが知られているが、傷害誘導性の細胞脱分化に関与する分子ネットワ
ークの理解は、植物を含め他の生物でもあまり進んでいない。研究代表者はこれまでの研究にお
いて、この問いの解明に挑み、その一端を明らかにしてきた。植物細胞の脱分化に関与するマス
ター因子を単離するために、シロイヌナズナのカルス(分化多能性を有した不定形の細胞塊)由来
の培養細胞を用いた遺伝子発現の比較解析を行い、AP2/ERF 型転写因子の１つである WOUND 
INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1)とそのホモログであるWIND2、WIND3、WIND4を単
離した 3, 4。WIND1を過剰発現した機能獲得型のシロイヌナズナ、ナタネ、トマトおよびタバコ
植物体は植物ホルモン無添加の培地でも種々の組織にカルスを形成した 5,6。この現象は完全に
分化していると考えられる根毛細胞においても観られる 7。 面白い事に、遺伝子発現誘導系を用
いてWIND1誘導後に生じたカルスでは不定芽、不定根をはじめ、不定胚の再分化まで観察され
ることから 8、WIND1 は分化細胞に多能性や全能性を再獲得させる機能を有していることが明
らかになった。またWIND1は傷害応答性を有し、WIND1機能抑制型の植物体では傷害部位から
のカルス形成や再分化が抑えられる。これらの結果から、研究代表者はWIND1が傷害部位にお
いて細胞の脱分化を促進しカルス形成を正に制御するキーファクターであることを明らかにし
た。 
 
２．研究の目的 
研究代表者のこれまでの研究や国内外の関連研究から、植物細胞脱分化のアクセルとブレー
キを司るキーファクターが存在することや、分化多能性の細胞塊であるカルスを形成する分子
経路は複数あることが明らかになってきた。植物細胞の脱分化を分子レベルで包括的に理解す
るためには、キーファクターが直接制御する因子は何か、さらには、細胞脱分化を司る実行因子
群を実際に特定し、それらの発現が時間的にどのように変化するかをまず理解する必要がある。
そこで本研究では、特に傷害誘導性の脱分化経路に着目し 1. 野生株および WIND1 発現関連植
物体の経時的な遺伝子発現プロファイルを取得し比較した。 2. WIND1 のゲノム上の結合部位
をクロマチン免疫沈降-シークエンス法(ChIP-seq)で同定した。さらに 3.これらの解析および既得
データから抽出される重要下流因子の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、WIND1 機能獲得および機能抑制植物体を用いた遺伝子発現やゲノム DNA への
結合能の経時変化データを得ることで、WIND1が直接制御する因子や、脱分化の実行因子群の
継時的な遺伝子発現のダイナミズムを明らかにした。重要な下流候補因子に関しては脱分化の
形質を確認するために研究代表者が独自に開発した簡便で再現性の高い葉柄傷害部位における
カルス化実験系等による機能解析を行った。 
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図1. WIND1による遺伝⼦発現誘導
WIND1による遺伝⼦発現変化をヒートマップで⽰した。17-エストラジオール
（ED）処理後1, 3, 6, 12, 24時間後の遺伝⼦発現をXVE-WIND1および野⽣株
(WT)について⽰した。値はDMSO処理(コントロール）した植物体に対する倍数変
化。WIND1によって誘導された遺伝⼦を、k-meansクラスタリングに基づいて4つ
のクラスに分類した。クラスIには、WIND1誘導後1時間または3時間以内に⼀過性
に発現する274遺伝⼦が含まれる。クラスIIには、WIND1の活性化後に構成的に発
現する728遺伝⼦が含まれる。クラスIIIの721遺伝⼦とクラスIVの667遺伝⼦は、
WIND1の誘導後、それぞれ12時間と24時間から発現する。それぞれのクラスの遺
伝⼦群に対する遺伝⼦オントロジー解析の結果を右に表した。傷害応答、細胞壁、
病害応答に関与する遺伝⼦等が有意に発現していることが明らかになった。



 

 

４．研究成果 
 WIND1の発現誘導系を用いた経時的トランスクリプトーム解析から、WIND1によって発現が
促進する 2390 個の遺伝子を同定した。これらの遺伝子は発現のパターンによって大きく４つの
グループにわけることができた。誘導後早いタイミングで発現上昇する遺伝子には、病害に対す
る防御応答の機能が知られているものが多く集まっていた。WIND1 誘導後 3 時間以降 24 時間
後まで発現昂進が持続する遺伝子には、傷害応答が知られている遺伝子群や種々の転写因子の
遺伝子などが有意に存在していることが分かった。さらに誘導後 6 時間や 12 時間で発現上昇す
る遺伝子の中には、細胞壁関連遺伝子や機能未知の遺伝子群などが有意に存在していた（図 1）。 
実際、これまでに報告されている傷害誘導性遺伝子群、維管束細胞誘導に関わる遺伝子群、病原
バクテリアである Pseudomonas syringae の応答に関与する遺伝子群とのベン図解析を用いた比
較においても、WIND1誘導性遺伝子は統計的有意に重複することが分かった。さらにWIND1の
機能抑制型植物体（WIND1-SRDX）では、傷口のカルス化のみならず、葉柄接ぎ木(接ぎ葉)にお
ける組織再癒合や導管の再結合が有意に抑えられることが明らかとなった（図２）。傷害部位に
おけるカルス化、維管束再生、病害応答に関わるWIND転写因子の下流遺伝子を探索するため、
これらのベン図解析の交わりに存在する遺伝子について、WIND1-SRDX 株や wind関連機能欠損
株を用いた解析をさらに進めた結果、WIND 転写因子の下流には、RAP2.6L、ERF115 などの細
胞リプログラムに関与する転写因子、VND7、LBD30などの導管要素誘導機能を有する転写因子、
ALD1 などの病害応答シグナル物質の生合成に関わる酵素遺伝子が存在することが明らかとな
った 9。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
他方、WIND1-GFPラインを用いた傷害ストレス後の ChIP-seq解析も行い、傷害後３時間や傷害
誘導カルスの中でのWIND1の直接下流因子の選抜にも取り組んだ。興味深いことに、WIND1の
直接ターゲットとなる遺伝子は傷害直後とカルス中では変化することや、ゲノムへの結合のパ
ターンも変化することなどが明らかとなった。この解析によって、WIND転写因子の下流で起こ
る遺伝子発現ネットワークをより詳細に理解できただけでなく、新規な仮説に基づいた分子機
能の特異性についても研究を始めることができた。 
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図2. WIND転写因⼦は種々の再⽣現象と病害応答を制御する。
(A)遺伝⼦発現解析から絞り込んだWIND1下流候補遺伝⼦の機能⽋損および抑制株で
は、WIND1機能抑制株(WIND-SRDX)と同様に傷害部位のカルス化が抑えられた。
スケールバーは1mm。(B) WIND1機能抑制株(WIND-SRDX)では、葉柄の接ぎ⽊
（接ぎ葉）における組織再結合と導管の再結合が抑制される。 (C) WIND1機能抑制
株(WIND-SRDX)では、病原性バクテリア (Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000) への感受性が上がる。スケールバーは2cm。病害応答テストは、理化学研
究所Anuphon Laohavisit博⼠の協⼒によって遂⾏された。
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