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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの花茎を部分的に切断すると、主として髄組織の細胞が切断３日後から細胞
分裂を開始し、約7日間で癒合すること、切断1日後から3日後にかけて転写因子・細胞分裂及び植物ホルモンの合成・
情報伝達に関連する遺伝子が誘導され、その後、細胞壁の分解・合成に関連する遺伝子の発現が上昇することを明らか
にしている。本研究課題では、切断花茎の組織癒合過程における植物ホルモンと、組織癒合に関連する遺伝子発現の時
空間的変化を明らかにした。また機能欠損体の解析を行い、ジャスモン酸関連変異体やオーキシン応答転写調節因子で
あるarf6/8二重変異体では、組織癒合が阻害されることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously, we revealed that auxin and wound-inducible hormones contributed to 
the control of tissue reunion process in upper and lower part of incised stem by inducing the expression 
of plant-specific TFs, ANAC071 and RAP2.6L, respectively. In this study, analysis of tissue-specific gene 
expression and hormone biosynthesis during tissue-reunion process in incised Arabidopsis flowering stem 
were perfomed. Gene expression analyses show that expression of those TFs were up-regulated within 3 h 
after incision. We also found that some JA-related mutants showed incomplete healing process in tissue 
reunion, and arf6arf8 mutant showed inhibition of cell division in pith tissue after a week of incision.

研究分野：植物生理学

キーワード： シロイヌナズナ　組織癒合　植物ホルモン　遺伝子発現解析
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１．研究開始当初の背景	
	 植物は、茎が部分的に切断された場合、切
断された組織は、細胞分裂を再開して失われ
た組織を分化させ、元の組織同士を癒合させ
ることで個体機能が回復する（Flaishman	et	
al,2003;	Reid	and	Ross,	2011;	Ikeuchi	et	
al,2013）。組織が再生・癒合する際には、細
胞壁の再生の他、プラズモデスムの後生的形
成による細胞間の連絡、維管束組織の新生と
連結といったダイナミックな発生現象が観察
されることが報告されている（Kollmann	&	
Glockmann,	1985）。しかし、維管束の再生に
関しては、オーキシンが重要なファクターで
あることが報告されているものの（Sachs,	
2000）、その他の組織の再生・癒合に関して
は、生理学的にも解析が不十分であり、分子
的な解析は全くなされていなかった。	
	 そこで申請者らは、作物生産において土壌
病害を回避する目的で接ぎ木が行われている
キュウリやトマトを用いて、切断された胚軸
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
始に必須であり、同時に細胞接着に働くペク
チンの合成を促進することを明らかにした。
また、導管液によって供給されるホウ素など
の無機元素も組織癒合に必須なことも示し
た。	
	 一方、キュウリやトマトでは、癒合過程を
遺伝学的・分子生物学的に解析することは困
難であったため、申請者らは、シロイヌナズ
ナの花茎を用いる新規の実験系を確立した。
その結果、シロイヌナズナの花茎では、切断
されると髄組織の細胞が細胞分裂を再開する
こと、この現象には、ANAC071 と	RAP2.6L の
2 種類の転写因子が深く関与していることを
明らかにした。また、内生オーキシン量の測
定と遺伝子発現解析から、傷の上部では、極
性輸送されてきたオーキシンが蓄積すること
によってオーキシン誘導性の ANAC071 が発現
し、傷の下部では、オーキシンが枯渇するこ
とによって RAP2.6L が発現することを明らか
にした。さらに、生合成欠損変異体を用いた
解析から、これら転写因子の発現が、エチレ
ンやジャスモン酸によっても促進的に制御さ
れている可能性を示した（図 1）。	

	

２．研究の目的	
	 本研究は、切断された茎の組織が再生し、
組織癒合に至るプロセスの分子機構を明らか
にするものである（図 2）。前述の通り、植
物の茎が切断されると、傷害を受けた組織の
細胞は細胞分裂を再開し、失われた組織を分
化させて機能が回復する。申請者はこれまで
に、植物ホルモンによって制御される 2種類
の転写因子 ANAC071・	RAP2.6L が、組織癒合
に深く関与していることを明らかにした。し
かし、植物ホルモンの詳細な局在変化やシグ
ナル伝達系、下流遺伝子の機能については未
解明である。	
	 そこで本研究課題では、シロイヌナズナ切
断花茎の癒合過程における植物ホルモンの内
生量・局在性の経時変化を、機器分析とイメ
ージング解析技術を用いることで明らかにす
ること、またホルモンによって制御される転
写因子と遺伝子発現ネットワーク、及び下流
遺伝子の時空間的発現機構と遺伝子産物の分
子機能を明らかにすることを目的とした。	

	
３．研究の方法	
	
（1）シロイヌナズナ花茎が切断傷害を受け
てから組織癒合に至るまでの遺伝子発現とオ
ーキシン・ジャスモン酸など植物ホルモンの
局在変化の解明を目的として、花茎切断後
24 時間以内に生じる遺伝子発現の変化を詳
細に解析するとともに、ジャスモン酸、オー
キシンなどの植物ホルモンの内生量の経時的
変化を、質量分析計を用いて定量した。	
	
（2）切断された花茎の組織癒合過程におい
て、植物ホルモンの応答性や遺伝子発現に組
織や部位による違いがあるかについて検討す
るため、レポーター遺伝子を用いた組織化学
的解析を行うとともに、組織標本から必要な
領域を数細胞レベルで回収することが可能で
あるレーザーマイクロダイゼクション
（LMD）法を用いて、切断傷害を受けたシロ
イヌナズナ花茎の細胞を時期・部位別に回収
し、遺伝子発現解析を行った。	
	 	
（3）組織癒合に深く関与している



 

 

ANAC071、RAP2.6L 転写因子は、オーキシン
によって制御されていることが分かってい
る。そこで、オーキシン関連変異体/形質転
換体（pin1,arf6/8,	mIAA5 など）エチレン
関連変異体（acs2,ein2,etr1,eto1 など）、
ジャスモン酸関連変異体
（aos,jar1,jaz10,opr3 など）をはじめとし
た変異株の形質調査と遺伝子発現を調査し
た。	
	 この他、ANAC071、RAP2.6L の下流遺伝子
の同定と組織癒合への影響を調査することを
目的として、発現を時空間的に変化させるこ
とが可能となる薬剤誘導性プロモーターを用
いた遺伝子組換え体の作出を試みた。	

	
４．研究成果	
（1）切断処理を行ったシロイヌナズナ花茎
（図 3）の JA 及び JA-Ile 内生量は切断後 30
分以内に上昇し、1時間後をピークに以降は
減少することが分かった。この JA 及び JA-
Ile 内生量の増加は、切断部位から離れた非
切断部の花茎においても見られた。一方、
IAA の傷の上部への蓄積は、切断 1分後から
30 分以内に開始することが分かった。JA・
エチレン関連遺伝子は、切断処理 30 分後以
降に発現の誘導がみられたが、JA 関連遺伝
子の多くが同じ個体の非切断部の花茎におい
ても発現が誘導されていたのに対し、エチレ
ン生合成遺伝子 ACS2 は発現誘導が切断部の
みで見られた。また、切断部位における
ANAC071 及び RAP2.6L 遺伝子の発現は、切断
処理後 3時間以内に誘導されることが分かっ
た。イメージング質量分析計による植物ホル
モンの解析方法は現在のところ有効な方法が
確立されていないため実現には至らなかった
が、LC-MS/MS を用いた微量試料からの一斉
解析の結果、植物ホルモンの基礎的な位置情
報を得ることができたと考えている。	
	
（2）抽台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
域を切断 1 日後、3 日後、5 日後、7 日後ご
とにサンプリングし、川本法に従って凍結切
片を作成した。切断処理後、一定時間ごとに

サンプリングした花茎を OCT 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、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
合部の組織を部位別に回収し、マイクロアレ
イ法によって同定した組織癒合･傷害応答に
関与する遺伝子から、IAA5、JAR1	などの植
物ホルモン関連遺伝子、ANAC071、RAP2.6L	
などの情報伝達･転写因子に関わる遺伝子、
CYCB1;1、XTH19	などの細胞分裂・細胞壁関
連の遺伝子など 21	種類に注目し、リアルタ
イム PCR による遺伝子発現解析を行った。	
	 その結果、転写因子である ANAC071	は傷
の上部の特に表皮・皮層、維管束組織で高く
発現していること、RAP2.6L	は傷の下部の特
に表皮・皮層、維管束組織で高く発現してい
ることが分かった。その他の遺伝子も、組織
や部位、切断後の日数によって発現量が異な
るなど、傷害部位では数細胞レベルで異なっ
たパターンの遺伝子発現が確認されており、
傷害を受けてからの遺伝子発現が厳密に制御
されている可能性が示された（図 4）。	
	 今後、RNA-seq 法などの網羅的発現解析や
組織分化のマーカー遺伝子を用いた解析を合
わせて進めることで、組織癒合過程における
傷害や植物ホルモンの情報伝達、組織再分化
などの分子メカニズムの理解につながると期
待される。	

（3）オーキシン応答因子である arf6arf8 二
重変異体を用いた結果から、ANAC071	と
RAP2.6L の切断花茎の癒合部での発現が抑制
され、組織癒合が強く阻害されることが分か
った。一方、非切断花茎における RAP2.6L の
発現は、野生型と比較して上昇していた。ま
た、切断花茎の癒合過程では、ジャスモン酸
生合成遺伝子の発現上昇と、ジャスモン酸内
生量の増加が確認された。さらに、JA 関連
変異体では正常な組織癒合が生じないこと、
arf6arf8 の癒合部では、ジャスモン生合成
遺伝子の一種である DAD1 の発現が、強く抑
制されていることが分かった。以上の結果よ
り、シロイヌナズナ切断花茎の組織癒合にお
いて、ジャスモン酸は重要な働きを有してい
ること、オーキシンによる ANAC071・



 

 

RAP2.6L 転写因子とジャスモン酸生合成遺伝
子の発現調節に、ARF6 と ARF8 が必須の因子
であることが示唆された。また、JA 生合成
遺伝子の変異体での遺伝子発現を行ったとこ
ろ、aos と jar1 変異体では、JA 生合成遺伝
子や RAP2.6L の発現が抑制されていることが
分かった。	
	 この他、理化学研究所･産業技術総合研究
所との共同研究の結果、薬剤誘導性プロモー
ターを用いた ANAC071 及び RAP2.6L 遺伝子組
換え体および、プロモーターGFP 形質転換体
の作出に成功した。今後、形質転換体の形質
調査を進めることで、転写因子の発現部位、
発現時期と組織癒合との関連性を確認するこ
とができると考えている。	
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