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研究成果の概要（和文）：傷害ストレスは細胞リプログラミングを誘導し、器官再生を促進するが、その分子機
構は断片的にしか理解されていない。本研究では傷害応答性の細胞リプログラミングを制御する転写制御機構の
解明を進めることを目的とした。まず、組織培養系を用いて細胞リプログラミングに関与する傷害シグナル受容
後初期の転写制御ネットワークの一部を明らかにした。また、こうした傷害誘導性の転写ネットワークがSUMO化
を介した翻訳後修飾機構によって負に制御されることが分かった。さらに、葉肉プロトプラストの培養系を用い
てこれらの制御因子の最終分化細胞からのリプログラミングにも関与することを示した。

研究成果の概要（英文）：Wounding stress induces cellular reprogramming in regeneration but the 
molecular mechanisms underlying this control remain largely unknown. In this study we aimed at 
uncovering the transcriptional mechanisms that regulate wound-induced cellular reprogramming in 
plants. Using the Arabidopsis tissue culture system, we revealed the early transcriptional cascade 
activated by wounding. We also showed that the activity of this early transcriptional network is 
regulated by SUMO-mediated post-translational mechanisms. Using the Arabidopsis mesophyll protoplast
 system, we also demonstrated that the part of the wound-induced transcriptional cascade is also 
required for the reprogramming from differentiated plant cells.   

研究分野： 植物生理学

キーワード： 細胞リプログラミング　器官再生　植物ホルモン　ストレス応答　シロイヌナズナ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CRISPR-Cas9法等のゲノム編集技術が急速に発展するなかでも、多くの有用植物において形質転換後の再生効率
の低さが品質向上技術確立の大きなボトルネックになっている。本研究は細胞リプログラミングの新たな制御機
構を明らかにするものであり、再生しにくい植物の再生効率を向上させるための分子組織培養法の確立に貢献す
ることが期待される。また、分化した植物体細胞のリプログラミングを定量的に評価する実験系を始めて立ち上
げたことで、分化細胞からのリプログラミングを制御する分子機構を解明することを可能にした点に本研究の学
術的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
傷害などの環境刺激によって誘導される細胞リプログラミングは、藻類からコケ植物、高等植
物にいたるまで広い植物種にみられる。しかし、こうした物理的なストレス刺激がどのように細
胞の分化状態を塗り替え、リプログラミングを誘導するのかは断片的にしか理解されていなか
った。細胞の分化状態をリプログラムするためには大規模な遺伝子発現変動が必要であるため、
私たちは植物が傷害ストレスを受容し、転写レベルの変化を引き起こす分子機構に注目して研
究を進めてきた。先行研究では、傷害を付与した直後に傷口付近の細胞で特異的に発現し、リプ
ログラミングを促進する WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1) 転写因子を発見
し、WIND1 の下流標的遺伝子の同定を通して、傷害シグナル受容後初期に発動する転写制御ネ
ットワークを解明してきた。また傷害直後の遺伝子発現変化を解析するなかで、初期発現する
3000 個余りの遺伝子のうち 1/3 以上の遺伝子が高温ストレスによっても誘導されることを見い
だし、高温ストレス応答に関与する転写制御ネットワークが傷害応答性の遺伝子発現制御にも
関与するという仮説を立てた。 
一方、シロイヌナズナの組織培養を用いたこれまでの研究では、体細胞が茎葉を再生する能力
を獲得するかどうかを一つの指標として細胞リプログラミングの解析が行われてきたが、こう
した組織培養条件下での器官再生には比較的未分化な細胞のリプログラミングを伴うことが分
かりつつあった。そこで私たちはより高度に分化した細胞からのリプログラミングを解析する
新たな実験系が必要であると考え、最終分化した葉肉細胞から酵素処理によってプロトプラス
トを単離後、オーキシンとサイトカイニンを添加して培養することで細胞リプログラミングを
誘導する実験系を確立した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では傷害応答性の細胞リプログラミングを制御する分子機構の解明を進めることを目的
とした。私たちの先行研究から、傷害ストレスが高温ストレスと一部共通した遺伝子発現変化を
起こすことが明らかになったことから、本研究ではまず「高温ストレス応答に関与する転写因子
群が傷害ストレスによって引き起こされる遺伝子発現変動を制御することで細胞リプログラミ
ングを誘導する」という仮説の検証を目指した。また、新しく立ち上げた葉肉プロトプラストの
実験系を用いて、最終分化細胞からのリプログラミングを制御する機構の解明に着手した。 
 
３．研究の方法 
 
最初に、従来の植物再生研究に用いられてきたシロイヌナズナの組織培養系を用いて傷害シグ
ナル受容後初期の転写制御ネットワークの解明を目指した。高温ストレス応答に関与する転写
因子の変異体や過剰発現体を用いて傷害応答性の細胞リプログラミングの表現型を解析し、顕
著なリプログラミング異常を起こした因子については、RNAseq 及びクロマチン免疫沈降
(chromatin immunoprecipitation, ChIP) seq 解析を行なって下流遺伝子の同定を進めた。また、注目
した転写因子自身は非ストレス条件下でも細胞内に存在し、その活性が主に翻訳後修飾によっ
て制御されることが予測されたため、その仕組みの解明を進めた。タンパク質の SUMO 化は高
温や乾燥など様々なストレスに対する応答に関与することが報告されていたが、傷害応答に関
与するかどうかは知られていなかった。転写因子が SUMO 化されることでその活性が変化する
例が報告されていたことから、シロイヌナズナの SUMO 化酵素 SIZ1 が傷害応答に関与するかど
うかを検討した。さらに、組織培養系で同定した制御因子がより分化の進んだ細胞のリプログラ
ミングにも機能するかどうかを葉肉プロトプラストの実験系を用いて検証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）傷害後初期の遺伝子発現を制御する転写ネットワークの解析 
 
シロイヌナズナの胚軸切片を用いた組織培養実験から、高温ストレス応答に関与する転写因子
の変異体では細胞リプログラミング不全が起き、野生型に比べて茎葉再生の効率が低下するこ
と、逆にこの転写因子の過剰発現体では茎葉再生が亢進することを見出した (Coleman et al., 投
稿準備中)。 
そこで次に RNAseq を用いた遺伝子発現解析を行い、この転写因子依存的に傷害によって誘導
される下流遺伝子を探索した。この転写制御機構は傷害誘導後早い時期に作動すると考えられ
るため、野生型と変異体に傷害ストレスを与えた後、1時間から 24時間までに RNA を抽出し、
遺伝子発現の変化を経時的に解析した。またこの転写因子にタグをつけた植物体を作出して
ChIPseq 解析を行い、傷害によって発現変動する遺伝子のなかから注目する転写因子が直接結合



し、発現を制御する遺伝子を絞り込んだ。 
これらの解析から、この転写因子が幹細胞化に関与する遺伝子群を直接誘導することが見えて
きたため、さらにゲルシフトアッセイによって実際の結合配列を同定した。また、この転写制御
関係を遺伝学的に検証した。上流転写因子の過剰発現体に下流因子の機能欠損体を掛け合わせ
ると、過剰発現体の茎葉再生が亢進するという表現型が下流因子の機能欠損によって軽減する
ことが分かった。また逆に上流転写因子の機能欠損体に下流因子の過剰発現体を掛け合わせた
ところ、表現型が一部回復することも判明した。 
これらの結果は、傷害によって活性化する上流転写因子が幹細胞化の主要因子を誘導するとい
う転写制御関係を支持するものであった。研究終了までに論文投稿の準備を進めた。 
 
（２）タンパク質の SUMO 化を介した翻訳後修飾による細胞リプログラミング制御の解析 
  
シロイヌナズナの主要な SUMO 化酵素である SIZ1
の変異体 siz1-3 を組織培養条件下で培養したところ、
野生型に比べて茎葉再生効率が顕著に上昇したこと
から、SIZ1 が細胞リプロラミングを負に制御するこ
とが判明した  (図１、Coleman et al., Plant Physiol 
2020)。 
次に siz1 変異がどのような遺伝子発現異常を引き起
こすのかを RNAseq によって解析したところ、傷害直
後 15 分以内に 1375 個の遺伝子の発現が野生型と比
較して高くなっていた。このうちのおよそ 40％に当
たる 561 個の遺伝子は傷害によって誘導される遺伝
子であること、またさらにこの中の 404 個の遺伝子
に関しては傷害後のみ野生型との間に発現量の差が
見られることから、siz1 変異体が傷害に対して過剰に
応答していることが予想された。この仮説を検証す
るために、傷害によって誘導されるカルス形成を野
生型と siz1-3 変異体の下胚軸で比較したところ、siz1-
3 の方がカルスを形成しやすいことが分かった。この
結果は、SIZ1 が傷害によって誘導される遺伝子発現
に対して抑制的に働くという仮説を支持するもので
あった。 
siz1-3 変異体で発現が上昇している遺伝子の中には、植物のストレス応答に関与するサリチル
酸やジャスモン酸、アブシジン酸によって誘導される遺伝子が有意に濃縮していた。しかし、
siz1-3 変異体にバクテリア由来のサリチル酸分解酵素 NahG を導入して内在性のサリチル酸量を
減少させても茎葉再生の表現型には変化が見られなかったことから、少なくともサリチル酸の
蓄積は siz1-3 変異体の表現型には関係しないことが判明した。 
さらに、傷害によって誘導され、細胞リプログラミングを促進することが知られている転写因
子の発現を野生型と siz1-3 変異体で比較したところ、WIND1、WIND2 遺伝子の発現が siz1-3 変
異体で亢進していた。これらの遺伝子の発現上昇も NahG の導入によって打ち消されないことか
ら、サリチル酸非依存的に起きていると予想された。 
WIND1 遺伝子の発現上昇が siz1-3 変異体の表現型の原因となっているかどうかを調べるため
に、siz1-3 変異体にドミナントネガティブ型の WIND1 (WIND1-SRDX)を導入したところ、siz1-3 
WIND1-SRDX 変異体では部分的に茎葉再生の表現型が抑制された（図１）。これらの結果から、
siz1-3 変異体に見られる茎葉再生が亢進するという表現型は、WIND1 遺伝子の過剰な発現で部
分的に説明されることが分かった。 

(1)で解析した転写制御因子の下流には WIND1 遺伝子も存在するため、SIZ1 がこの転写因子
を SUMO 化することで間接的に WIND1 遺伝子の発現量に影響を与えている可能性が考えられ
た。そこでこの可能性を SUMO ペプチドに対する抗体を用いたウェスタンブロッティングによ
って検討した。 
 
（３）分化細胞からの細胞リプログラミングを制御する機構の解析 
 
 (1)で解析した転写制御経路が高度に分化した細胞からのリプログラミングにも関与するかど
うかを葉肉プロトプラストの実験系を用いて検討したところ、いくつかの転写因子の機能欠損
体ではリプログラミング効率が著しく低下することが分かった (Sakamoto et al., 未発表)。この
結果は、分化した細胞のリプログラミングにも傷害誘導性の転写経路が関与することを示唆す
るものであった。 
 私たちの先行研究から傷害に応答した遺伝子発現誘導にはヒストンのアセチル化が関与する
ことが分かっていたが、薬剤実験やアセチル基転移酵素の変異体解析から、葉肉プロトプラスト
のリプログラミングにもアセチル化が必要であることが分かった (図 2、Sakamoto et al., Plant Cell 
2022)。そこでプロトプラスト培養中に GNAT／MYST 型のヒストンアセチル化酵素を阻害する

図 1 SUMO 化酵素 SIZ1 の変異体 siz1-3 では、

野生型に比べて傷害応答性の遺伝子発現が亢進

した結果、茎葉再生が促進される。傷害直後の

WIND1 遺伝子の発現も野生型より高くなってお

り、ドミナントネガティブ型のWIND1（WIND	1-
SRDX)を導入することで、表現型が緩和する。	



薬剤を投与して RNAseq 解析を行い、アセチル化の制御を受ける遺伝子を網羅的に探索した。こ
の結果、ヒストンのアセチル化は葉肉プロトプラストのリプログラミング中に起こる 535 個の
遺伝子の発現上昇に必要であることが分かった。 
 これらの 535 個の遺伝子にどのよ

うな機能を持つものが含まれている

のかを調べたところ、オーキシン合

成に関与する酵素である YUCCA 
(YUC)遺伝子のホモログが多く含ま

れていることが判明した。そこで次

にオーキシン合成の阻害剤や yuc 多
重変異の影響を調べたところ、葉肉

プロトプラストの培養開始直後 4 日

以内にオーキシン合成が阻害される

と、リプログラミングがほとんど起

きなくなることが分かった。また、

ヒストンアセチル化を介した YUC1
遺伝子の発現誘導には、細胞リプロ

グラミングを促進することの知られ

ている PLETHORA (PLT)転写因子が

関与することも分かった (図 2)。 

 次に、オーキシン合成がどのよう

に細胞分裂の再開に関わるのかを調

査した。オーキシン合成の阻害剤を

投与した条件下で RNAseq 解析を行ったところ、D-type CYCLIN や MINICHROMOSOME 
MAINTENANCE 3 (MCM3) をはじめとする G1/S 期の進行に関わる遺伝子群の発現はほとんど影

響を受けないのに対し、B-type CYCLINや B-type CYCLIN-DEPENDENT KINASE など G2/M 期の

進行を制御する遺伝子の発現がオーキシン合成に依存することが分かった。そこで、G2/M 期遺

伝子の発現を網羅的に制御する MYB3R 転写因子の発現量を調べたところ、MYB3R4 遺伝子の発

現にオーキシン合成が必要であることが分かった。また、myb3r4 単独変異体ではリプログラミ

ングの表現型が確認できなかったが、そのホモログ MYB3R1 との２重変異体 myb3r1 myb3r4 で

は細胞分裂の再開に重篤な表現型があることが分かった (図 2)。 
 これらの結果をまとめて、分化細胞がリプログラミングする際の細胞分裂の再開を制御する

分子機構のモデルを提唱した (図 2)。本研究から傷害によって誘導される転写経路が分化レベル

の異なる細胞からのリプログラミングに広く機能すること、また既に細胞増殖を終了した分化

細胞からのリプログラミングには、これに加えて細胞内のオーキシン量を増加させるという経

路が必要であることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 分化した植物細胞が分裂を再開するまでの分子経路モデル。	
培養開始直後のヒストンのアセチル化によって PLT 転写因子の発現

が上昇し、オーキシン合成酵素 YUC1が誘導される。細胞内でオーキ

シン合成が進むことでオーキシンの応答性があがり、ARF 転写因子の

発現が上昇した結果、細胞周期の G2/M の進行を促進する MYB3R4転
写因子の発現が誘導される。MYB3R4 転写因子の働きによって G2/M 
の進行に必要な遺伝子が発現し、最初の細胞質分裂が完了する

(Sakamoto et al., Plant Cell 2022 より転載)。 
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