
帝京大学・理工学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４３

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

組織再生の時空間的制御系と幹細胞化因子の解析

Analysis of spatio-temporal regulation of regeneration and stem cell 
reprograming factor

００５３４０６７研究者番号：

朝比奈　雅志（ASAHINA, Masashi）

研究期間：

１９Ｋ０６７２８

年 月 日現在  ４   ６ １４

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：傷害を受けた植物組織は、幹細胞の機能を獲得すると同時に空間位置情報を受容し、
適切な位置に適切な組織の再生を行う。しかし、どの細胞が幹細胞化するのか、幹細胞化した細胞が、どのよう
な遺伝子発現を通じて組織を再生しているのか、未解明である。本研究課題では、シロイヌナズナ切断花茎の組
織癒合過程、 及び胚軸間接ぎ木接着過程について、レーザーマイクロダイセクション法を用いて解析を行い、
網羅的かつ定量的な植物ホルモンと遺伝子発現の時空間変化を明らかにすると共に、ANAC071転写因子ファミリ
ーが傷害組織における「幹細胞化誘導因子」であることを示した。

研究成果の概要（英文）：After wounding, plant wounded tissues acquire stem cell functions and 
recognize spatial location information to regenerate the tissues in the appropriate location. 
However, it is still unclear which cells can become stem cells and the regulatory mechanism of gene 
expression to regenerate tissues. In this research, We isolated different tissues/specific cells 
from cryosections of incised Arabidopsis flowering stems by LMD for spatiotemporal quantitative 
plant hormone analysis, and spatiotemporal quantitative plant hormone analysis and gene expression 
were performed. In addition, we investigated the molecular and morphological change in the incised 
flowering stem to reveal the physiological function of ANAC071 and ANAC096 for the regeneration of 
wounded tissue. We concluded that ANAC071 and ANAC096 are essential for wound-induced cambium 
formation from dedifferentiated cells before the initiation of cell division during the 
tissue-reunion process.

研究分野：植物生理学

キーワード： シロイヌナズナ　植物ホルモン　組織癒合　接ぎ木　時空間的解析　レーザーマイクロダイセクション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は傷害によって失われた組織を速やかに再生し、分離された組織を癒合させる高い再生力をもっている。こ
の組織修復のメカニズムを応用した技術が接ぎ木であり、栽培期間の短縮、安定した収量・品質の維持や病害抵
抗性の付与などを目的とした農業技術として世界的で利用されている。しかし、組織が再生にいたる一連の分子
メカニズムについては不明な点が多いほか、農園芸技術への応用についても課題が多い。本研究では、ANAC転写
因子と植物ホルモンの関与に注目し、植物の高い再生力のメカニズム解明を目指した。この成果は、接ぎ木技術
などの農園芸技術の開発につながることが期待される。

※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 
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
全能性をもつ。また茎などの組織が傷害を受けると、切断された組織の細胞はそれまでの分化し
た状態から、幹細胞状態へと移行する。その後、細胞分裂が生じて失われた組織を分化し、分離
された組織を癒合させることで個体機能が回復する（Kollmann & Glockmann. 1985; Ikeuchi et 
al. 2013; Notaguchi et al. 2015）。しかし、オーキシンが維管束の再生に重要な因子である事
が示唆されているものの（Sachs. 2000; Mazur et al.2016）、傷害を受容してから組織が再生に
いたる一連の分子メカニズムの詳細については、ほとんど知見が得られていない（Reid & Ross. 
2011）。これまでに我々は、キュウリやトマトの切断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ること、導管液中の無機元素
が細胞壁の構造変化を誘導することを見出した（Asahina et al. 2002; 2006; 2007）。また、シ
ロイヌナズナ切断花茎を用いた研究から、植物ホルモンによって制御される組織癒合に必須な
転写因子「ANAC071」と、組織癒合応答性遺伝子を同定した（Asahina et al.2011; 朝比奈. 2013; 
Pitaksaringkarn et al. 2014 など）。さらに胚軸間接ぎ木実験や、子葉を用いた維管束細胞分
化誘導アッセイ（VISUAL; Kondo et al. 2016）の結果、ANAC071 とその近縁遺伝子 ANAC086、
ANAC011(以下、ANAC071 ファミリー)は、癒合部の維管束細胞の増殖に必須であり（Matsuoka et 
al. 2016; 2018）、傷害組織において「幹細胞化を誘導（または促進）する因子」である可能性
が考えられた。しかし、従来の遺伝子発現解析や機器分析法では、位置情報を維持した状態での
細胞・組織レベルの遺伝子発現や植物ホルモンの定量的解析は困難であるため、茎のどの細胞が
植物ホルモン等の情報を受容し、幹細胞化して細胞分裂を開始するのか、幹細胞化した細胞がど
のような遺伝子発現を通じて、傷害組織を再生しているのかは未解明である。そのため、組織癒
合という現象を細胞・分子レベルで解明するためにも、「幹細胞化因子」と考えられる ANAC071
ファミリー遺伝子の分子機能を明らかにする必要があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
切断花茎の癒合や接ぎ木接着の過程では、傷害組織の細胞が高い分化可塑性を発揮して細胞状
態を大きく変えて組織を再生すると考えられるが、形態学的知見や栽培に直結する親和性に関
する情報が詳しく得られている一方、組織を正確に再生するための時空間的な制御機構につい
てはほとんど明らかになっていない。本研究では、レーザーマイクロダイセクション法を応用し
た極微量組織からのトランスクリプトーム解析とホルモン解析を行い、定量的かつ網羅的な時
空間変化を明らかとすることで、癒合部の特定の段階にある特定型の細胞において、どのような
遺伝子が強く発現し、どのような植物ホルモンが局在しているのかを包括的に明らかにすると
ともに、ANAC 転写因子の発現誘導機構を明らかにすることを目的とした。また、ANAC071 ファミ
リーによって制御される下流遺伝子の同定と、細胞壁再構築や維管束分化の誘導など、遺伝子の
分子機能の解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）部位・組織別に回収した極微量組織からのトランスクリプトーム解析とホルモン解析 
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 の領域を一定時間ごとにサンプリングした。サンプリングした
花茎は 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、遺伝子発現解析を行った。また、同様の手
法で回収したサンプルを用いて、LC-MS/MS による内生植物ホルモンの定量解析を行った。 
 
（2）シロイヌナズナ組織癒合に対する ANAC071・ANAC096 転写因子の関与 
シロイヌナズナ胚軸間の接ぎ木における研究から、ANAC071 とそのホモログ遺伝子である 
ANAC096 が、接ぎ木接着過程における維管束組織の細胞分裂の促進に関与していると明らかにな
っている(Matsuoka et al. 2016)。そこで、ANAC 転写因子の下流因子の同定と維管束幹細胞の
分化誘導機構、組織再生過程の転写制御の解明を目的として、切断花茎の組織癒合過程における
詳細な発現解析と、突然変異体・形質転換体を用いた形態学的観察を行った。 
 
（3）VISUAL を用いた異所的な維管束細胞形成に対する解析 
異所的な維管束細胞分化に対する ANAC ファミリー遺伝子や関連遺伝子の機能を調べるため、
神戸大学の近藤博士らによって確立された、シロイヌナズナの葉を用いて葉肉細胞から維管束
を構成する導管および師管の細胞を作り出す異所的な維管束細胞分化誘導システムである



VISUAL（Vascular cell Induction culture System Using Arabidopsis Leaves: Kondo et al. 
2016）を用いて解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
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、レーザーマイクロダイセクション
を用いた部位特異的な遺伝子発現解析（朝比奈ら、2021）を行い、これら遺伝子群の時空間的
発現変化を明らかにした。さらに、同様の方法でサンプリングした組織を用いて RNA-seq 法に
よる解析を行い、切断 1日後から 7日後における組織別遺伝子発現パターンを網羅的に示すこ
とが出来た。また、IAA や 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、極
微量組織片からの一斉分析（ホルモノーム）法を確立し、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、定量的に示すことが出来た
（Yamada et al. 2022）。傷の上部に蓄積する IAA は、「表皮・皮層」や「維管束」において蓄
積が見られ、組織癒合に重要な転写因
子である ANAC 転写因子の発現部位も、
IAA が蓄積する組織と類似していた（図
1）。今後、植物ホルモン局在性の情報
とトランスクリプトーム解析の情報を
もとにして、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
機構や組織特異的に発現する新規癒合
関連遺伝子の探索などを行うことで、
組織癒合過程を制御する分子メカニズ
ムの詳細な解明に繋がることが期待さ
れる。また、LMD を用いた空間的ホルモ
ノーム解析法は、植物ホルモンの時空
間的制御系の理解につながる技術とし
て期待される。 
 
シロイヌナズナの切断花茎は、切断 3日後から細胞分裂を開始し約 7日間で癒合することが明
らかとなっているが（Asahina et al. 2011; 朝比奈 2013）、本研究で行った解析から、癒合部
で増殖した細胞は形成層マーカーである TDR/PXY の発現が確認された。このことから、これら
の細胞は、形成層細胞（維管束幹細胞）の性質を持っていることが示唆された。本研究では、
切断花茎の組織癒合過程において、皮層や髄、木部柔組織などの分化した細胞が形成層（維管
束幹細胞）に似た性質の細胞に変化する現象、または形成層細胞が増殖する現象を
「cambialization」と呼び、維管束形成層と二次木部の間の領域に形成された細胞層を
「wound-induced cambium（傷害誘導性形成層）」と呼んで研究を遂行した。 
切断花茎の癒合過程における ANAC071 と ANAC096 の局在をプロモーター::GUS 形質転換体を用
いて調べたところ、ANAC071 のプロモーター活性は主に切断部の上部に見られ、ANAC096 のプロ
モーター活性は切断部の周辺に見られた。次に、ANAC 遺伝子の生理機能を明らかにするため
に、ANAC071 と、そのホモログ遺伝子である ANAC096、ANAC011 の多重変異体を作成した。これ
ら単独変異体や多重変異体は、通常の条件で生育した場合、6日齢の芽生え及び 5週齢の個体
において大きな表現型を示さなかった。一方、切断花茎における表現型を解析したところ、
anac071 096 二重変異体および anac071 096 011 三重変異体では、癒合部の細胞増殖が顕著に
抑制されていた。更に TDR/PXY や WOX4、CYCB1;1 など、形成層マーカー遺伝子や維管束関連遺
伝子の発現誘導の抑制が確認された。 
次に、花茎の横断切片を作成し、
「wound-induced cambium」の細胞
層数を比較したところ、切断 7日
後の WT植物の wound- induced 
cambium は約 9細胞層であった
が、 anac071 096 変異体と
anac071 096 011 変異体では、約 6
細胞層まで減少していた。また、
異所的な維管束細胞分化に対する
ANAC 遺伝子の機能を調べるため、
VISUAL を用いて解析を行った結
果、VISUAL の過程では ANAC071、
ANAC096 及び TDR/PXY の発現が誘
導されること、anac071 096 011
変異体では、葉肉細胞からの木部細胞の誘導と TDR/PXY の発現が抑制されることが分かった
（Matsuoka et al. 2021）。 
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これらの結果、ANAC071 と ANAC096 は、切断組織の癒合過程や VISUAL の過程などにおける異
所的な維管束幹細胞の誘導に重要な役割を持つ因子であることが示された（図 2）。このことか
ら、これらの遺伝子の機能は、移動できない植物が傷害に対する自己治癒力を向上させるため
に獲得した生存戦略のひとつである可能性が考えられる。 
 
本研究では、下流遺伝子の詳細、タンパク質相互作用と分子機能、エピジェネティック制御機
構などについては明らかにできなかったが、ANAC071 転写因子ファミリーの機能など、植物が
持つ高い自己治癒力の仕組みの解明につながる成果が得られた。本研究成果を足がかりに、細
胞の脱分化・再分化を裏付ける直接的な証拠や分子メカニズムの詳細が明らかとなることが期
待される。 
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