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 細胞分化は多細胞生物の発生の根幹を為す現象です。細胞が個体を形作る機能的な細胞へと

分化してゆく現象は、細胞内外の構造から代謝，エピゲノム状態の変化に至る多様なイベントを

含み，生命システムを理解する上で重要かつ魅力的なものです。植物ではほとんどの体細胞が細

胞壁を介して相互に連結しているため、細胞分化は細胞の分裂パターンと共に時間的，空間的に

厳密にかつ柔軟に制御される必要があります。植物の体細胞は比較的容易に脱分化し分化多能性

を発揮することから、その高い可塑性は良く知られています。一方で，死細胞あるいは仮死状態

となって永く個体の生存に寄与する非可逆的な振る舞いも一部の細胞に見られます。植物が相対

的な細胞の位置関係を変えることなく器官を構築して成長することを考えると、このような細胞

分化の特性は実に合理的であることが分かります。この細胞分化の特性の背景にある分子的な仕

組みはこれでほとんど明らかにされていませんでしたが、近年のバイオイメージングや次世代シ

ークエンサー等の目覚しい技術進歩を背景に、いよいよその仕組みの一端が見えてきました。 

 こうした状況を踏まえ，日本植物学会第 79回大会（2015年 9月）において「細胞機能の変容

と循環を視る～可逆性と不可逆性から探る細胞分化の本質～」と題してシンポジウムを企画しま

した。このシンポジウムでは細胞分化の分野で活躍されている若手の研究者にご登壇をお願いし，

植物細胞の分化に関して技術的な話題も含め最新の知見を紹介して頂きました。本総説集は，こ

のシンポジウムの内容を再構成したものです。前半の 3つの総説では細胞分化の制御機構をテー

マとして、師部細胞分化の制御機構、特殊な環境下を生き抜くコケ植物特有の細胞分化制御機構、

傷害に伴う細胞の脱分化の制御機構についてご紹介します。後半の 3つの総説ではより技術的な

側面に着目し、初期胚のイメージング解析技術、木部細胞分化の制御技術、1 細胞解析技術とそ

の細胞リプログラミング研究への応用についてご紹介します。本稿が皆様のご研究の一助となれ

ば幸いです。最後に，シンポジウム開催に当たってお世話になりました大会実行委員の先生方，

本総説集を発表する機会を下さった電子出版物編集委員の先生方に御礼を申し上げます。 
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１．はじめに 

細胞は細胞分化を経て，各々の細胞機能を獲得する。iPS細胞などの報告により細胞分化の
可塑性が注目される中，不可逆的な細胞分化過程をたどるものがある。特に一部の細胞では，

その細胞機能を獲得するためにオルガネラ消失を伴う。哺乳類の赤血球や目の水晶体線維細

胞では，酸素の運搬やレンズによる集光というそれぞれの細胞機能に関連して，プログラム

された核の消失が見られる（Nagata 2005）。この核を含むオルガネラの消失は，酸素の運搬に
おける細胞内のヘモグロビン含有量の増大や，集光のためのレンズの透明性の維持に，それ

ぞれ役立っていると考えられている。維管束植物では導管と篩管が，それぞれの細胞内で水

や光合成産物を輸送するという輸送管としての細胞機能に関連して，その細胞分化過程で，

導管の細胞は細胞壁を残してプログラム細胞死を引き起こし，篩管の細胞は核などのオルガ

ネラを消失する（Esau 1950, Furuta et al. 2014a）。 
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維管束の原生篩部は，主に篩要素と篩伴細胞からなる。篩要素は輸送路を形成し，高度に

連結する篩伴細胞によって機能的にサポートされている。細胞分化過程で細胞死を起こす木

部導管とは異なり，篩要素は生細胞である。篩要素の輸送管としての細胞機能に関連した細

胞の特徴は，古くから多くの植物学者によって詳細に記述されてきた（Evert 1977, Cronshaw 
1981, Sjolund 1997）。興味深い特徴の一つは，種によって程度は異なるが，篩要素が成熟過
程で細胞質成分を簡素化することである。細胞質成分の簡素化において，核の消失，粗面小

胞体やゴルジ体の不活性化，細胞質基質の希釈などが起こる（図 1A）。また，細胞質成分の
簡素化だけではなく細胞壁成分の形態も機能的に変化し，細胞壁の肥厚や，篩要素間に篩孔

を持つ篩板の形成が起こる。さらに，転流を調節するのではないかと推測されている P-
proteinなど，篩要素特異的な細胞構造の構築が見られる。このような細胞の形質の獲得は，
結果的に効率のよい物質輸送に関与していると考えられる。 

しかし，細胞分化の側面から見ると，篩要素細胞がこの特徴を獲得するうえでの分子制御

機構については，ほとんどわかっていなかった。そこで本稿では，私たちが明らかにした篩

要素の細胞分化の分子制御機構を紹介する。 

 
図１．篩要素の形態（A）篩要素の細胞分化の模式図。（B）シロイヌナズナの根の原生篩部の
篩要素。Furuta et al.（2014a）の図を一部改変。 

  

２．篩要素の不可逆的な細胞分化過程 

２－１．核消失 

篩要素の細胞分化をその不可逆性から考える上で，大きな特徴の一つにプログラムされた

核消失が挙げられる。真核生細胞におけるプログラム核分解過程は，様々な生物種で見ら

れ，その様式は様々である。哺乳類の赤血球では細胞成熟における核消失過程が一番研究さ

れている例であるが，核はわずかな細胞質とともに細胞から押し出され，押し出された核は

マクロファージにより貪食されることで脱核する（Bessis & Bricka 1952, Sadahira & Mori 
1999）。繊毛虫のテトラヒメナでは，飢餓状態などで接合による有性生殖が起こり，このと
き減数分裂，接合核の融合，有糸分裂，核分解を経て核の再編成が起こるが，この核の分解

にはオートファジーが関与している（Liu & Yao 2012）。水晶体繊維細胞の核消失には動物特
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異的な DLADという DNA分解酵素が関与していることが報告されている（Nishimoto et al. 
2003）。 
篩要素の核消失過程では，これまで切片を用いた観察などにより，細胞分化過程で核小体

の断片化やクロマチンの凝集，DNAの切断がみられることは報告されていた（Eleftheriou & 
Tsekos 1982, Wang et al. 2008）。そこで我々は，シロイヌナズナの根の篩要素の核消失過程を
３次元的な電子顕微鏡解析や蛍光マーカーを用いた生細胞イメージングにより，さらに詳細

に観察した。シロイヌナズナの根では，静止中心（QC）付近で，根の放射パターンに沿っ
て細胞系譜が決定されるため，篩要素は一列の細胞列で観察される（Mähönen et al. 2000, 
Bonke et al. 2003）。また，メリステムで細胞が生み出され，順々に分化していくので，一細
胞列で経時変化を追うことができる（図１B）。 
我々は，Serial Block-Face Scanning Electron Microscopy（SBF-SEM; Denk & Horstmann 

2004）を用いた３次元的な走査型電子顕微鏡解析を行った。化学固定したシロイヌナズナの
根をブロックに埋め，１サンプルごとに 10-20細胞の篩部要素細胞について，40 nmの間隔
で数千から１万枚の SEM画像を取得した。その後，3Viewソフトウェアで３次元構築し
た。その結果，核消失後も核膜は残ること，核消失と細胞質基質の希釈は近いタイミングで

起こるということ，核消失に伴い核の容量が小さくなることなどが見出された（図 2）。残
存する核膜様構造が核の残存物であることは，この構造体に核膜孔があることから判断して

いる。 

図２．SBF-SEMを用いた篩要素の核消失過程の観察（A）篩要素細胞列。左から順に分化がす
すんだ細胞。徐々に分化がすすむ段階を stage 1，核消失の直前を stage 2，核消失直後を stage 
3 と表示。Stage 3では核消失と細胞質基質の希釈が同時に見られる。（B）各分化段階の篩要
素細胞を抜き出して表示。核消失後（stage 3）も核膜が残っている様子が見られる。Furuta et 
al.（2014b）の図を一部改変。 

 

核消失に関与するメカニズムについて，シロイヌナズナのオートファゴソームをマークす

るマーカーATG8a（Yoshimoto et al. 2004）が細胞分化途中の篩要素で選択的に発現している
ことを見出し，篩要素の核消失におけるオートファジーの関与が期待された（図 3A）。しか
し ATG8aは，細胞質で点様のシグナルとして観察され，テトラヒメナのように核を包むよ
うなシグナルは観察されなかった（図 3B）。同様に，lytic vacuole形成の核消失への関与も
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考え，液胞マーカーである VAMP711（Geldner et al. 2009）の局在も調べたところ，ATG8a
と同様に細胞質に点様のシグナルが観察され，核を包むようなシグナルは見られなかった

（図 3C）。さらに，SBF-SEMを用いた解析からも，オートファゴソームや Lytic vacuoleの
核への関与は見られなかった。 
では，どのように核は消失するのだろうか。先述の通り，３次元的走査型電子顕微鏡の観

察から，シロイヌナズナの篩要素の核消失では核膜が残ること，また核の容積が小さくなっ

たため，どのように核の内容物が消失するのかを観察した。核の内容物のマーカーとして

YFP結合型ヒストン 2B（H2B-YFP）を用い，これを篩要素特異的に発現させ，動画解析し
た。その結果，H2Bシグナルは核から細胞質へ拡散し，その後シグナルが消えることがわか
った（図 3D）。これにより，核の中身が核外へ出て分解され，核膜は縮小して残るという，
哺乳類の赤血球やテトラヒメナとは異なる過程を経て，核消失が起こるということが明らか

になった。 

図３．シロイヌナズナの篩要素の核消失（A）オートファゴソームマーカーpATG8a:GFP-
ATG8aは篩要素細胞列で選択的にシグナルが見られる。野生型と同様の篩要素分化を示す
nac86変異体背景で PI染色と二重染色。（bar = 50 μm）（B）オートファゴソームマーカー
GFP-ATG8aの篩要素細胞内での点様の局在。 nac86変異体背景で DAPI染色と二重染色。
黄矢印：核消失直前の篩要素細胞，青矢印：核消失直後の篩要素細胞。（C）液胞マーカー
GFP-VAMP711の篩要素細胞内での点様の局在。 nac86変異体背景で DAPI染色と二重染
色。黄矢印：核消失直前の篩要素細胞。（D）核マーカーH2B-YFPの篩要素核消失における
経時変化。矢印は，核様のシグナルが細胞質へと拡散し消失する様子を示す。Furuta et al.
（2014b）の図を一部改変。 
 
２－２．核以外のオルガネラの形態変化  

篩要素の細胞分化において，核以外のオルガネラ形態変化は，いつどのように起こるのだ

ろうか。SBF-SEMを用いて篩要素のオルガネラ形態変化を観察すると，核小体の断片化や
オートファゴソームの形成，細胞壁の肥厚，篩板の形成は，篩要素分化の初期にすでに見ら
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れることがわかった。これに対し，ゴルジ体の不活性化は核消失の直前に起こることがわか

った。これにより，篩要素の細胞分化過程には，若い篩要素から徐々に起こるイベント

（stage 1）と，核消失直前に短時間で起こるイベント（stage 2）の少なくとも２つの段階が
あると考えられた。 

 

図４．シロイヌナズナの篩要素分化におけるミトコンドリア形態の変化（A）篩要素細胞列
の各細胞における代表的な形のミトコンドリアを示す。SBF-SEMで画像から３次元構築し
た。右の方が分化のすすんだ篩要素細胞。若い篩要素細胞では細長いミトコンドリアが，

徐々に丸くなり，核消失後はお椀型になる。（B）篩要素細胞列の各細胞におけるミトコンド
リアの数。ミトコンドリアの断片化を推測させる数の増大はみられなかった。（C）stage 1
（cell 2）と stage 2（cell 6）のミトコンドリアの容積と長軸の長さ。Stage 2（cell 6）ではミ
トコンドリアの長軸の長さが短いものが増えるが，容積は大きくは変わらない。Furuta et al.
（2014b）の図を一部改変。 
 

また興味深いことに，篩要素の分化に伴って，ミトコンドリアの形態が変化していくこと

を見出した（図 4A）。未分化な篩要素細胞（stage 1）では細長いミトコンドリアが観察され
るが，核消失の直前（stage 2）になると丸いミトコンドリアが観察された。核消失後の篩要
素（stage 3）では，お椀型のミトコンドリアが観察された。当初は，ミトコンドリアの不活
化を伴う断片化がおこっていると考えたが，SBF-SEMにより各篩要素細胞内のミトコンド
リアの数を数えたところ，予備的であるが，ミトコンドリアの形が変わってもミトコンドリ

アの数の増加はみられなかった（図 4B）。また，各篩要素細胞のミトコンドリアの容積を調
べたところ，未分化な篩要素細胞と核消失の直前の篩要素細胞では，ミトコンドリアの容積
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は大きく違わないことがわかった（図 4C）。これらの結果から，若い篩要素では細長いミト
コンドリアが観察されていたのが，核消失直前に丸いミトコンドリアが観察されるのは，ミ

トコンドリアの断片化の結果ではなく，形の変化であることが推測された。この形の変化に

ついての生物学的意義は今後解明していきたいと考えている。 
 
３．篩要素分化の分子制御機構 

これまでに篩部の形成に必要な因子としてMYB型転写因子の ALTERED PHLOEM（APL）
転写因子が篩部の運命決定に必要な因子として報告されている（Bonke et al. 2003）。この APL
は，篩要素と篩伴細胞で発現し，篩要素特異的なマーカーJ0701や篩伴細胞特異的な AtSUC2
の正常な発現に必要である。また apl 突然変異体の根では篩要素の位置に木部の環状要素が
できる。しかし，篩部系譜の細胞を作る非対称分裂は起こっていることから，初期の篩部形

成はおこっていると考えられる。 
私たちは，篩要素の細胞分化過程を制御する機構を明らかにするため，APLの下流の制御

因子を探索することを目的とした。野生型と apl変異体の篩部の細胞のトランスクリプトー
ムをマイクロアレイで比較し，18個の転写因子を含む篩要素特異的な遺伝子を見いだし
た。そのうち，NACドメイン転写因子の NAC45と NAC86は篩要素特異的に発現しており
（図 5A, B），その発現は APL依存的であった。また nac45/86二重変異体は植物体が小さく
なり，強いアレルでは芽生え致死になるという apl変異体様の表現型を示した。さらに
nac45/86二重変異体では，篩部輸送に異常があることを明らかにした。 
そこで私たちは，篩要素の細胞分化過程に異常があるかどうかを調べた。そこで，まず篩

要素の篩板形成を SBF-SEMを用いて調べた。その結果，nac45/86二重変異体でも，野生型
同様に細胞壁に肥厚や篩板形成は起こることがわかった（図 5C）。次に，nac45/86二重変異
体における細胞内消化を調べるために，核マーカー（H2B-YFP）の篩要素分化過程における
挙動を調べた。野生型では篩要素分化に伴い H2B-YFPシグナルが消失するが，nac45/86二
重変異体では伸長した篩要素でも H2B-YFPのシグナルが検出され，核消失が正常に起こっ
ていないことが分かった（図 5D）。さらに，SBF-SEM解析により，nac45/86二重変異体で
は，核小体の断片化やミトコンドリアの形態変化は起こるが，細胞質基質の希釈やゴルジ体

の不活性化が正常に起こらないことが分かった（図 5E）。これらのことから，NAC45/86は
篩板形成など篩要素の細胞壁の分化や，比較的若い篩要素で起こる細胞内変化の制御には関

与しないが，篩要素分化における細胞内消化を特異的に，かつ統合的に制御することがわか

った。 
では，NAC45/86転写因子はどのように篩要素の細胞内消化を制御しているのだろうか。

私たちは，NAC45/86のターゲット因子を探索するために，マイクロアレイにより野生型と
nac45/86二重変異体の根端のトランスクリプトームを比較した。この解析から，核酸分解ド
メインを持つ核局在タンパク質，NAC45/86-DEPENDENT EXONUCLEASE-DOMAIN 
PROTEIN（NEN4）が同定された。NEN4は篩要素特異的に発現し，その発現は NAC45/86
に依存していた（図６A-C）。そこで，NEN4の機能を調べるために，nen4変異体を解析した
ところ，野生型と比べて根がやや短いという表現型が見られた。次に nen4変異体の篩要素
分化における核消失を調べた。野生型では篩要素分化に伴い H2B-YFPシグナルが消失する
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が，nen4変異体では根の伸長領域の篩要素でも H2B-YFPシグナルが残っていた（図６D, 
E）。興味深いことに，nen4変異体の H2B-YFPシグナルは，若い篩要素細胞では楕円形の核
に一様のシグナルが見られるが，本来なら核消失が完了していると考えられる篩要素細胞で

は，核の周縁部でシグナルの強いドーナツ様のシグナルが観察された（図 6D, E）。そこで
SBF-SEMを用いて詳細に nen4変異体の篩要素を観察したところ，野生型では核の内容物が
消失しているが，nen4変異体では核の内容物が一部核膜に付着するように残っていた（図
6F, G）。これは，H2B-YFPのドーナツ様のシグナルと一致すると考えられる。この nen4変
異体では，細胞質基質の希釈は起こっていた（図 6F）。このことから，NEN4は核消失の完
了に特異的に必要であることが分かった。 

 

図５．NAC45/86は篩要素分化の細胞内消化を特異的に，かつ統合的に制御する （Aと B）
NAC45と NAC86の発現場所。pNAC45:GFP-GUS（A）と pNAC86:GFP-GUS（B）のシグナ
ルは篩要素で特異的に見られる。細胞の輪郭は PI染色。（C）野生型と nac45/86二重変異体
における篩板形成。SBF-SEMで観察した。二重変異体でも篩板は形成される。（D）野生型
と nac45/86二重変異体における核消失。核マーカーH2B-YFP（白矢印）は，野生型では細
胞分化に伴い消失する（青矢印）が，二重変異体ではシグナルが残っている（黄矢印）。細

胞の輪郭は PI染色。（E）野生型と nac45/86二重変異体における細胞内消化。SBF-SEMで観
察した。二重変異体では核消失だけではなく，細胞質基質の希釈もおこらない（stage 3）。
Furuta et al.（2014b）の図を一部改変。 
 

４．おわりに 

 私たちの研究から，篩要素の不可逆的な細胞分化の象徴とも言える細胞内消化を統合的に，

かつ特異的に制御する分子機構が明らかになった。特に同定された NAC45/86 は，核小体の断
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片化など篩要素分化の初期イベントは制御しないが，核消失やゴルジ体の不活化，細胞質基

質の希釈など，細胞内消化の最終ステップを開始する因子であると考えられた。また核の内

容物が核外へ拡散し分解されるという機構を明らかにし，真核細胞のプログラムされた核消

失機構の多様性の新たな理解に貢献することができた。本研究結果は 2014年に学術誌に報告
した（Furuta et al 2014b）。 

図６．NEN4はNAC45/86の下流で核消失の完了に必要である （A）NEN4の発現場所。
pNEN4:erYFPのシグナルは篩要素特異的に見られる。細胞の輪郭はPI染色。（B）NEN4の
NAC45/86依存性。pNEN4:erYFPのシグナルはnac45/86二重変異体では見られなくなる。 細胞
の輪郭はPI染色。（C）NEN4は核に局在する。 pNEN4:NEN4-YFPは篩要素特異的に核にシグナ
ルが見られる。細胞の輪郭はPI染色。（DとE）野生型とnen4変異体における核消失。核マーカ
ーH2B-YFP（白矢印）は，野生型では細胞分化に伴い消失する（青矢印）が，変異体ではシグ
ナルが残っている（黄矢印）。細胞の輪郭はPI染色。（FとG）野生型（F）とnen4変異体（G）
における細胞内消化。野生型では核内のクロマチン様構造は見られなくなるが，変異体では

核膜付近にクロマチン様構造が見られる（赤矢印）。細胞質基質の希釈やゴルジ体の消失は起

こる。 SBF-SEMで観察した。黒矢印は核膜の破れを示す。 Furuta et al.（2014b）の図を一部
改変。 
 
篩要素の核消失はダイナミックな現象である。他の生物種の核消失と比べると異様だが，

篩要素の輸送管としての細胞機能を獲得するために，NAC45/86 転写因子を含め様々な分子機

構によって厳密に制御されていると考えられる。現在私たちは、核消失に異常がある突然変異
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体をスクリーニングしている。すでにいくつかの突然変異体を単離し，原因遺伝子について

も同定をすすめている。未だ明らかになっていない実働的な分子制御機構を同定することか

ら，細胞分化の本質に迫りたいと考えている。 

また，核小体の断片化やミトコンドリアの形態変化など，NAC45/86非依存的なプロセス
を制御する機構についてもよくわかっていない。篩要素特異的に発現する Callose synthase 7
（Cals7）や篩要素で強く発現する CHOLINE TRANSPORTER-LIKE1（CHER1）は正常な篩
板の篩孔形成に必要であることが報告されている（Barratt et al. 2011, Xie et al. 2011, Dettmer 
et al. 2014）が，細胞壁の肥厚や篩板形成などの篩要素の細胞壁成分の分化を制御する機構は
未だ不明である。今後研究が発展することが期待される。 
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ྥᛶࡿ࠶ࡢᙧ≧ࡓࡋࢆ⣽⬊࡛㸪ࡢྡࡢࡑ㏻ࡢࢬࣥࣞࡾᙺ๭࡛ᙅ࠸ගࢆ㞟ගࡋ㸪ⴥ⥳య࡟㞟ࡵ

ࡵࡓࡿࡍ཯ᑕ࡟෌ᖐⓗࡣගࡢⰍ⥳࠸࡞ࢀࡉ⏝฼࡟㸪ගྜᡂࡁ࡜ࡢࡇࠋ㸦ᅗ1B㸧ࡘᣢࢆࡁാࡿ

⥳Ⰽ࡟ග࡚ࡗぢ࠺ࡲࡋ࡚࠼㸦ᅗ1A㸧ࠋ�

୍᪉㸪ᡃࡀࠎ◊✲ᮦᩱࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ࡿ࠸࡚ࡋ࡜ Scopelophila cataractae (Mitt.) Broth. ࡣ㸪

௚ࡀ⫱⏕ࡢ✀≀᳜ࡢᅔ㞴࡞㧗⃰ᗘࡢ㖡ࡀᏑᅾࡿࡍ⎔ቃࢆࡳࡢ⏕ែⓗᆅ఩ࠋࡿࡍ࡜ᮏ✀ࡢ࡝ࡀ

⬊⣽ࡶ࡟ࡇࡑ㸪ࡣࠎ㸪ᡃࡀࡓࡗ࠶୙࡛᫂ࡣ࠿ࡢࡿࡍ╔㸪ᐃࡋぢฟࢆሙᡤ࡞࠺ࡼࡢࡑ㸪࡟࠺ࡼ

ศ໬ࡀ㛵୚ࢆ࡜ࡇࡿ࠺ࡋぢฟࠋࡿ࠸࡚ࡋᮏ✏࡛࡚࠸ࡘ࡟ࡽࢀࡇࡣ⤂௓࡜ࡿࡍඹ࡟㸪௒ᚋࡢᒎ

ᮃ࡚࠸ࡘ࡟㏙ࠋ࠸ࡓ࡭�

�

㸰㸬㖡ࡀ㇏ᐩ࡞⎔ቃࢆ⏕ែⓗᆅ఩ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ࡿࡍ࡜�

ྵࢆ㖡ࡢ㸪㧗⃰ᗘ࡝࡞㖡㖔ᒣ࿘㎶ࡸୗࡢᒇ᰿ࡁ㖡ⵌࡿࡅ࠾࡟㸪⚄♫௖㛶ࡣࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍

ࡢୡ⏺୰ࠊࡣ✀ᮏࠋ㸦Satake et al. 1988㸧ࡿ࠶࡛≀᳜ࢣࢥࡿࡍᒓ࡟㢮⹊ࡿࡍ࡜ᆅ⫱⏕ࢆቃ⎔ࡴ

㖡ࡀ㇏ᐩ࡞⎔ቃࡀࡿࢀࡽࡳ࡟㸦Show 1989㸧㸪᪥ᮏࡣ࡚࠸࠾࡟㸪ᮾிࡢụୖᮏ㛛ᑎ࡛ึ࡚ࡵ☜

ㄆࡵࡓࡓࢀࡉ㸪ࡢࡇ࿴ྡࡀ௜ࡿ࠸࡚ࢀࡽࡅ㸦Sakurai 1934, ᅗ2A㸧ࠋ�

ᅗ㸯ࡿࢀࡽࡳ࡟ࢣࢦࣜ࢝ࣄ�ప↷ᗘ⎔ቃ࡟㐺ᛂࡢࡵࡓࡿࡍ⣽⬊ศ໬�

A. ᬯ㜌࡛ගࢣࢦࣜ࢝ࣄࡿ࠼ࡳ࡚ࡗ㸦㯤▮༳, 㛗㔝┴ᒾᮧ⏣ࡢ⮬⏕ᆅ࡚࡟᧜ᙳ㸧 
B. ࢬࣥࣞࡢࢣࢦࣜ࢝ࣄ≧⣽⬊,㸦ⓑ▮༳㸸ධᑕග, ⥳▮༳㸸཯ᑕග㸧10 ,ࡣ࣮ࣂ࣮ࣝࢣࢫ ȝm   
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��Metallophytesࡣ✀≀᳜ࡿࡍ࡜ែⓗᆅ఩⏕ࢆ㔜㔠ᒓởᰁ⎔ቃ࡞࠺ࡼࡢࡇ ࡢ㸪㔠ᒓࢀࡤ࿧࡜

㇏ᐩ࡞⎔ቃࡿࡍ⫱⏕ࡳࡢ࡟ Obligate metallophytes ࡽぢࡀ⫱⏕ࡶቃ࡛⎔࠸࡞ᐩ࡛㇏ࡀ㸪㔠ᒓ࡜

ࡿࢀ Facultative metallophytes ዲࢆቃ⎔࡞ᐩ㇏ࡢ㖡࡟≉㸪ࡣ࡟୰ࡢ≀᳜ࢣࢥࠋࡿࢀࡉ༊ู࡟࡜

 ,㸦Persson 1956ࡿ࠸࡚ࢀࡉ⛠⥲࡜㖡ⱏ㸦Copper mosses㸧ࡣࡽࢀࡑ㸪ࡾ࠾ࡀ✀ࡢ࠿ࡘࡃ࠸ࡴ

Shaw 1994㸧ࡀ✀≀᳜ࢣࢥ࡞࠺ࡼࡢࡇࠋ㸪࡚ࡋ࡟࠺ࡼࡢ࡝㖡ࡢ㇏ᐩ࡞⎔ቃࢆ᥈ࡋ㸪ᐃ╔࠸࡚ࡋ

ࠋ�໭ᕝ�1987�࠸࡞࠸࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽ᫂ࡣᐇែࡢࡑ㸪ࡀ࠸῝࿡⯆࡟Ꮫⓗ⌮⏕ࡧࡼ࠾ែ⏕ࡣ࠿ࡢࡿ

-㸦㬼ἑ & బ➉ 2010, Show 1989���2ࡾ࠶࡛⛥࡟㠀ᖖࡀ㸪᭷ᛶ⏕Ṫࡣ࡛ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㸪ࡓࡲ

4⣽⬊㸦୺3ࡣ࡟⣽⬊㸧ࡽ࠿ᵓᡂࡿࢀࡉ↓ᛶⱆ㸦ᅗ2B, C, Nomura & Hasezawa 2011, Rumsey & 

Newton 1989㸧࡚࠸⏝ࢆ↓ᛶⓗ࡟ศᕸࢆᣑ኱ࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠸࡚ࡏࡉᚑ࡚ࡗ㸪ࣔࣥ࣍

�ࠋࡿ࠶࡛✀࠸῝࿡⯆ࡶ࡚ࡋ࡜㇟ᑐࡢ✲◊ែ⏕ࡢ≀᳜ࣝࢼ࣮ࣟࢡ㸪ࡣࢣࢦࢪࣥ

 

㸱㸬ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟㖡ࡿࡼ࡟⣽⬊ศ໬�

๓㏙ࡾ࠾࡜ࡢ㸪ࡀࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㸪㧗⃰ᗘࡢ㖡ởᰁ⎔ቃࡳࡢ࡟ᐃ╔ࡿࡍ௙⤌ࡣࡳㅦ࡛ࡗ࠶

ࢆᙳ㡪ࡢ㖡ῧຍࡿࡅ࠾࡟㸪Ⓨ㐩ึᮇࡋసฟࢆᇵ㣴ᰴࡢࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㸪ࡣࠎ㸪ᡃ࡛ࡇࡑࠋࡓ

ㄪࡎࡲࠋࡓ࡭㸪↓ᛶⱆࡢⓎⱆࡢ࡬㖡ῧຍࡢᙳ㡪᳨ࢆドࡀࡓࡋ㸪㖡ࡢ᭷↓ࡿࡼ࡟ᙳ㡪ࡣぢࢀࡽ

ࣟࢡࡣ㖡ῧຍᇵ㣴᮲௳ୗ࡛ࡢ㸪㧗⃰ᗘ࡜ࡿࡅ⥆ࡋᇵ㣴ࢆཎ⣒యࡓࡋ㸪Ⓨⱆࡋ࠿ࡋࠋࡓࡗ࠿࡞

ศࡢ࡬⣽⬊㸦Nomura et al. 2015, ᅗ3A, C㸧࣐ࢿࣟ࢘࢝ࡢẁ㝵ࡓࡋⓎ㐩ࡾࡼ㸪ࡽ࠿⬊⣽࣐ࢿࣟ

໬ಁࡀ㐍ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ୍᫂ࠋࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ᪉㸪ప⃰ᗘࡢ㖡Ꮡᅾ᮲௳࡛ࡣ㸪ᮏ✀ࡀ୺࡟ศᕸᣑ

኱ࡿࢀࡉ࡜ࡿ࠸⏝࡟↓ᛶⱆࡢᙧᡂࡀㄏᑟࡓࢀࡉ㸦Nomura & Hasezawa 2011, Nomura et al. 

ᅗ㸰㸬࡚࠸ࡘ࡟ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍�

A. ụୖᮏ㛛ᑎ஬㔜ሪୗࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ࡢ 
B.  ࡢࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ཎ⣒యඛ➃㒊࡟ᙧᡂࡓࢀࡉ↓ᛶⱆ, ▮༳㸸↓ᛶⱆ, ▮ᑼ㸸⬺㞳⣽⬊, ࢫ

 ȝm 20 ,ࡣ࣮ࣂ࣮ࣝࢣ
C. ษࡾ㞳ࡓࢀࡉ↓ᛶⱆ, 20 ,ࡣ࣮ࣂ࣮ࣝࢣࢫ ȝm 
D. ↓ᛶⱆࡢⓎⱆ, ▮༳㸸Ⓨⱆࡓࡋ↓ᛶⱆ, ▮ᑼ㸸᪂࡟ࡓᙧᡂࡿ࠸࡚ࢀࡉ↓ᛶⱆ, ࣂ࣮ࣝࢣࢫ

 ȝm 50 ,ࡣ࣮
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2015, ᅗ3E, F㸧ࡢࡇࠋ⤖ᯝࡣ㸪ࡀࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍Ⓨ㐩ึࡢᮇẁ㝵࡚࠸࠾࡟㸪⎔ቃ୰ࡢ㖡⃰ᗘ

�ࠋࡿࡍ၀♧ࢆ࡜ࡇࡿࡍ᭷ࢆไᚚᶵᵓࡢ⣽⬊ศ໬ࡓࡌᛂ࡟

�

�

⹊㢮ࡢཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟⣽⬊ศ໬ㄪ⠇ࡣ࡟㸪ࣥࢽ࢖࢝ࢺ࢖ࢧࡸࣥࢩ࣮࢟࢜㸪ࣥࢪࢩࣈ࢔㓟࡞

ࣥࣔࣥ࣍㸪࡛ࡇࡑࠋ㸦Cove et al. 2006㸧ࡿ࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀ࡜ࡇࡿࡍ㸪㛵୚ࡀࣥࣔࣝ࣍≀᳜ࡢ࡝

㖡ῧຍ᮲ࢆཎ⣒యࡢ✀㸪ᮏࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽ᫂ࢆᶵᵓࡢ⣽⬊ศ໬࡞㖡౫Ꮡⓗࡓࢀࡽࡳ࡛ࢣࢦࢪ

௳ୗ࡛ᇵ㣴ࡓࡋ㝿ࣥࣔࣝ࣍≀᳜✀ྛࡢෆ⏕㔞ࡢኚ໬ࢆゎᯒࡢࡑࠋࡓࡋ⤖ᯝ㸪㧗⃰ᗘࡢ㖡ῧຍ

᮲௳ୗ࡛ࡣ㸪≉ࣥࢩ࣮࢟࢜࡟ෆ⏕㔞ࡀ࡜ࡇࡿࡍ᪼ୖࡀ᫂ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ㸦Nomura et al. 2015, 

ᅗ3B㸧ࡓࡲࠋ㸪ప⃰ᗘࡢ㖡Ꮡᅾ᮲௳ࡶ࡚࠸࠾࡟㸪ࡢࣥࢩ࣮࢟࢜ῧຍࡣ㸪㖡ῧຍྠ࡜ᵝࡢ⣽⬊

ศ໬ࡢ࡬ຠᯝࢆᘬࡁ㉳ࠋࡓࡋࡇຍ࡚࠼㸪㧗⃰ᗘࡢ㖡ࡾࡼ࡟ㄏᑟ࣐ࢿࣟ࢘࢝ࡿࢀࡉ⣽⬊ศ໬ࡢ

ಁ㐍ࡣ㸪ࣥࢩ࣮࢟࢜స⏝㜼ᐖ๣㸦PEO-IAA㸧ࡸ㸪ࣥࢩ࣮࢟࢜⏕ྜᡂ㜼ᐖ๣㸦L-ࣥࢽࣞࢾ࢟㸧

ཎ⣒యࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㸪ࡽ࠿ᯝ⤖ࡢࡽࢀࡇࠋ㸦Nomura et al. 2015㸧ࡓࢀࡉᢚไࡾࡼ࡟⌮ฎࡢ

�ࠋࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍ㛵୚ࡀࣥࢩ࣮࢟࢜㸪ࡣ࡟ㄪ⠇ࡢ⣽⬊ศ໬ࡓࡌᛂ࡟㖡⃰ᗘࡿࡅ࠾࡟

ࡁᐃఫ࡛ࡳࡢ࡟ែⓗᆅ఩⏕ࡿࡏ࠿ά࡟኱㝈᭱ࢆ⬟㖡⪏ᛶ࠸㧗ࡘᣢࡢ㸪⮬㌟ࡣࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍

�ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜࠿࠸࡞ࡣ࡛ࡢࡓࡋᚓ⋓ࢆᶵᵓࡢ⣽⬊ศ໬ࡓࡌᛂ࡟ቃ⎔࡞࠺ࡼࡢࡇ㸪࡟࠺ࡼࡿ

௚᪉࡛㸪࡜ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㢮ఝࡓࡋཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟↓ᛶⱆᙧᡂࡢ౛ࡀ㸪ᒾࡢ๭ⷧ࡝࡞┠ࢀ

ᬯ࠸⎔ቃࢆዲࡢ✀ᩘࡴ⹊㢮࡛ࡶሗ࿌ࡿ࠸࡚ࢀࡉ㸦Whitehouse 1980㸧ࡢ✀ࡢࡽࢀࡇࠋሙྜ㸪ᬯ

᮲௳ୗ࡚࠸࠾࡟㸪ཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟↓ᛶⱆᙧᡂࡀㄏᑟࢀࡉ㸪ࡶ࡟ࡾࡲ࠶ࡣࢀࡇᬯࡿࡂࡍ⎔ቃ࡟

฿㐩ࡓࡗࡲࡋ࡚ࡋሙྜࡢ㏨㑊⟇࡛ࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄࡜࠿࠸࡞ࡣ㖡࡟ᑐ࡚ࡋ㧗࠸⪏ᛶ⬟ࢆ᭷ࡍ

ᅗ㸱㸬ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟⎔ቃ୰ࡢ㖡⃰ᗘ࡟ᛂࡓࡌ⣽⬊ศ໬�
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୙฼࡟⫱⏕㸪ࡵࡓࡿࡍᏑᅾࡀ㸪➇த┦ᡭࡣቃ⎔࠸࡞ࡀ㖡ࡢሙྜ㸪㧗⃰ᗘࡢࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ࡿ

ㄏᑟࡀ㸪↓ᛶⱆᙧᡂࡾࡼ࡟ᶵᵓࡓࡋ㢮ఝ࡜౛ࡢ㸪ୖグࡀࡿ࡞␗ࡣせᅉࡢㄏᑟࠋࡿ࡞࡜ἣ≦࡞

ࡍᇵᆅ࡛㛗ᮇ㛫ᇵ㣴ࡢ୍ྠࢆཎ⣒యࡢ࡝࡞ࢣࢦࣥࢱ࢘ࣙࣄ㸪ࡓࡲࠋࡿࢀࡉ ᥎࡜ࡢࡶࡿࢀࡉ

ࡇࡿࢀࡽࡳࡀᙧᡂࡢ⬊⣽࡞ࡉᑠࡿࢀࡤ࿧࡜㞳⣽⬊㸦Tmema cell㸧⬺࡟㛫ࡢ⬊㸪ཎ⣒య⣽࡜ࡿ

ࡍື⛣ࡽ࠿ቃ⎔ࡢࡑࠊࡵࡓࡿࡍศ᩿໬ࡀཎ⣒యࠊࡋ⁛Ṛ࡚ࡀࡸࡣ⬊⣽ࡢࡇࠋ㸦ᅗ4㸧ࡿ࠶ࡀ࡜

ኚࡓࡋపୗࡢෆ⏕㔞ࣥࢩ࣮࢟࢜㸪ࡣศ໬ࡢ⬊㞳⣽⬺ࡢࡇࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄࡜ࡍࡸቑࢆᶵ఍ࡿ

␗ᰴ࡛ஹ㐍ࡋ㸪ࣥࢩ࣮࢟࢜ฎ⌮ࡾࡼ࡟ᢚไࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉሗ࿌ࡾ࠾࡚ࢀࡉ㸦Bopp et al. 1991㸧㸪

ࡢࡽ࠿ቃ⎔࡞㸪୙㐺ࡀపୗࡢᗘ⃰ࣥࢩ࣮࢟࢜ࡿࡅ࠾࡟⬊㸪ཎ⣒య⣽࡟ᵝྠ࡜ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍

㏨㑊ࡢࡵࡓࡢ⣽⬊ศ໬ㄏᑟ࡟㛵୚ྍࡿࡍ⬟ᛶࡀ♧၀ࠋࡿࢀࡉ�

�

㸲㸬ࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍ཎ⣒యࡿࡅ࠾࡟↓ᛶⱆᙧᡂ�

ⱼⴥయࡸ㸪ࡢ࡝࡞ࢣࢦࢽࢮⴥ≧య࡟ᙧᡂࡿࢀࡉ↓ᛶⱆ࡛ࡣ㸪᳜≀యࡀ❧యⓗ࡛࡟ࡵࡓࡿ࠶

⏕⣽⬊ࡢ࡛ࢢࣥࢪ࣮࣓࢖ᙧᡂ㐣⛬ࡢほᐹࡣ࡟ᢏ⾡ࡸタഛࡀᚲせࡵࡓࡢࡑࠋࡿ࡞࡜㸪ࡢࡑᙧᡂ

㐣⛬ࡢ࡚࠸ࡘ࡟▱ぢࡣ㸪ษ∦ࢆసᡂ࡚ࡋぢࡓࢀࡽⓎ㐩ẁ㝵ูࡢീࡽ࠿ᚓࡿ࠸࡚ࢀࡽ

㸦Ligrone et al. 1996, Barnes & Land 1908㸧୍ࠋ᪉㸪⹊㢮ࡢཎ⣒య࡟ᙧᡂࡿࢀࡉ↓ᛶⱆࡢሙྜ㸪

ཎ⣒య2ࡀḟඖⓗ࡟ᡂ㛗ࡋ㸪↓ᛶⱆࡣ㏻ᖖ㸪ཎ⣒యࡢඛ➃㒊࡟ᙧᡂࡵࡓࡿࢀࡉ㸪ㄏᑟࡢ᮲௳

⛬ᛶⱆᙧᡂ㐣↓ࡿࡅ࠾࡟ཎ⣒యࢣࢦࢪࣥࣔࣥ࣍㏆㸪᭱ࠋࡿ࠶ᐜ࡛᫆ࡀほᐹࡤࢀ࠸࡚ࡗ࠿ศࡀ
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植物の再生現象における分化全能性制御の分子機構 
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Key words: callus, dedifferentiation, epigenetics, histone modification,  
phytohormone, totipotency, transcription factor, 

RIKEN Center for Sustainable Resource Science 
1-7-22 Suehiro-cho, Tsurumi-ku, Yokohama-shi, Kanagawa 
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１．はじめに 

 生物の再生とは，個体の一部分が失われた時に，それに該当する部分が修復されたり，個体の

一部から個体全体が作られたりする現象である。傷を負った生物が見せる再生現象にはいつも魅

了されるが，そこに生物の生きようとする強い力を感じるためだろう。例えばイモリ(両生類)は

切断された脚，傷害を受けた心臓や眼のレンズなども再生させる（Straube & Tanaka 2006）。私達

ヒトでも，傷ついた皮膚や腸管の再生が日常的に起きているし（Staniszewska et al. 2011, van ES & 

Sato et al. 2012），切り出した肝臓の一部を生体移植できるのも肝細胞に再生能力が備わっている

からである（Yimlamai et al. 2014）。その他，非脊椎動物のヒドラ（刺胞動物），プラナリア（扁形

動物），ナマコ（棘皮動物），ヤマトヒメミミズ（環形動物），ショウジョウバエ（節足動物）など

様々な生物種で組織レベルや個体レベルの再生現象が報告されている（Galliot et al. 2006, Hyman 

1951, Gracia-Arraras et al. 2011, 

Yoshida-Noro & Tochinai 2010, 

Belacortu & Paricio 2011）。 

  植物も例外ではない（図 1, 筆者

の iPhone で撮影）。寧ろ最も身近な

生物と言える植物の再生現象の方

が私たちにとってより馴染み深い

かもしれない。剪定された街路樹

は，やがて傷口周辺から多くの新芽

を出す。挿し木や挿し葉法では，植

物体の一部を切り取って土や水に

挿しておくが，暫くすると切断面か

らは根や茎葉が出てきて新たな個

 
図１．傷害ストレスによる植物の再生（A）ウチワサボ
テンの一部を切り取り，外植片としてそのまま土の上に
置いておく（点線丸）。（B）3 ヶ月後, 新しい芽と根が
再生していた。この方法は江戸時代の農書にも紹介され
ている（岩崎 1833，阿部 1837）。Scale: 1 cm。 
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A. Iwase -2 

体が再生する。このような植物の再生能に基づいた増産法や育種法は園芸や農業で古くからよく

利用されており，日本でも江戸時代に諸技術を体系的に纏めた著書も出ている（宮崎 1697, 岩崎

1833, 阿部 1837）。 

 1 つの細胞が，体を構成するすべての細胞に変化できる能力を分化全能性という。単離した 1

つの体細胞から植物体を再生させた歴史的な研究から（Steward et al. 1958, Nagata & Takebe 1971），

植物細胞は一度分化した後も分化全能性を発揮できることが知られている。植物の高い再生能力

はこの分化全能性に裏打ちされたものと考えられるが，傷を受けた植物はどのように分化全能性

を発揮し，また，通常の発生の過程において，不必要な分化全能性の発揮を抑えているのだろう

か。本稿では，植物の分化全能性発揮の分子メカニズムの解明を目指す私たちの最近の取り組み

から見えてきた事例を中心に紹介したい。種々の植物種のカルス（不定形の細胞塊）化，再生現

象や由来となる細胞，それらの分子機構については私たちの他の総説により詳しくまとめている

のでそちらも参照されたい（Ikeuchi et al. 2013, 岩瀬ら 2015, 池内ら 2015, Ikeuchi et al. 2016）。 

 

２．再生に寄与する細胞 

 傷害誘導性の再生様式は参加する細胞の分裂特性によってシンプルに二分できる。一つは傷害

部位の周りの細胞が分裂を伴わずに再編成される場合であり，もう一つは新しく細胞分裂によっ

て作られた細胞が参加する場合である。細胞分裂が起こる際には，さらに「幹細胞」（自己複製

能と多分化能の両方を併せ持った細胞）の参加の有無でもその様式が分けられる。すなわち，予

め存在した幹細胞，もしくは，脱分化などの過程を経て新しく作られた幹細胞が組織や器官を生

み出すのか，傷害部位で分裂を再開した細胞が単に失われた部分を埋めるように用いられるかに

よって区別できる｡ 動物では，これら分裂能の異なった細胞が混在して再生現象が遂行されると

考えられている（Tanaka & Reddin 2011）。 

 動植物を問わず簡単に具体例を挙げてみよう。新しく分裂を伴わない再生は，例えばヒドラの

傷修復の一形態として知られているが，既に存在していた細胞が移動して再生に寄与する

（Cummings & Bode 1984，Bosch 2007）。この種の再生現象が植物に存在しているのかはよく分

かっていないが，細胞壁同士の接着によってレンガが積み重なるように体が作られ，細胞が移動

できない植物においては困難かもしれない。植物で分裂を伴う再生に関しては，例えば部分的に

切り込みが入った花茎の切断面を経時的に観察すると，維管束系と表皮の間にある髄（pith）の

細胞が細胞分裂をして，切断で生じた空間的なギャップを埋めていく様子が観察される

（Asahina et al. 2011，朝比奈 2015）。プラナリアでは身体中に予め散在する幹細胞が傷害部位に

集まって再生現象が起こると言われている（Baguna et al. 1989）。先端の芽（頂芽）を失った植物

では脇芽が伸びてくるが，これも予め存在し，休眠状態であった幹細胞が成長を再開することに

よって起きていることが知られている（Müller & Leyser 2011）。一方，新しく幹細胞が作られる

過程では，一度分化した細胞が脱分化し，分裂能と分化多能性をもった細胞が作られる。イモリ

の脚の切断時には，「再生芽」という比較的未分化な細胞塊が傷口に作られる（Maden 1976）。

この中では傷害部位に存在していた様々な分化細胞が脱分化して細胞塊を形成しているが，例え

ば真皮細胞から脱分化した細胞から，もとの真皮細胞のみならず軟骨細胞も再生することが知ら

れている（Kragl et al. 2009）。植物では，再生芽と同様に「カルス」と呼ばれる傷害誘導性の細
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胞塊を作り（Birnbaum & Sánchez Alvarado 2009），そこで新しく幹細胞を作って組織を再分化さ

せる。以降，このカルス化を伴う植物の再生に焦点を絞って話を進める。 

 

３．カルスは再生現象に寄与する  

 傷害部位で作られるカルスは傷口を覆って塞ぐだけでなく，再生組織・器官に細胞を供給したり，

新しく幹細胞を作ったりする場となる（Bostock& Stermer 1989，Stobbe et al. 2002，Ikeuchi et al. 2013，

池内ら 2015，長谷部 2015，Melnyk & Meyerowitz 2015）。組織培養条件下では，カルス形成がよ

り顕著に観察される。20 世紀半ばの金字塔とも呼べる研究から，２つの植物ホルモン，すなわち

オーキシンとサイトカイニンのバランスが植物細胞の脱分化と再分化に重要な働きを持ち，これ

らのバランスを変えることでカルスをカルスのまま培養したり，カルスから根や茎葉を人為的に

再生させたりできることが分かった（Skoog & Miller 1957）。植物組織を切り小片に分けた外植片

を植物ホルモンを含む培地で培養する方法は，現在でも植物組織培養法の基本法となっている。

一般的には，オーキシンの比率が高いと根に，サイトカイニンの比率が高いと茎葉への再分化が

見られる。また，高濃度のオーキシンを用いてカルスを誘導した後に，オーキシンを含まない培

地でカルスを培養することで不定胚と呼ばれる体細胞由来の胚も誘導できる（Zimmerman 1993）。

不定胚形成は，体細胞から植物が有する全ての幹細胞が再形成されることから，分化全能性発揮

の指標となる。一度分化した細胞を単離して，分化全能性の証明を行った研究においても組織培

養条件下でまずカルスを形成させている（Steward et al. 1958, Nagata & Takebe 1971）。従って，カ

ルス誘導時には分化多能性や全能性を獲得する機構が存在することが考えられる。 

 

４．傷害ストレスで発現する因子がカルス化を促進する  

 組織培養による再分化を利用した膨大な研究は，これまで半世紀以上，基礎科学にも応用科学

にも貢献してきたが（Thorpe 2007），植物が様々な刺激に対してどのように分化多能性や全能性

を発揮するのか，その分子メカニズムは近年になって漸く明らかになってきた。 

 私たちは植物細胞の脱分化状態を規定

する因子を単離する目的で，モデル植物で

あるシロイヌナズナ植物体とカルス由来

の培養細胞の遺伝子発現比較解析を行い

（Iwase et al. 2005），培養細胞で高発現して

いる植物特異的 AP2/ERF ファミリーの転

写 因 子 WOUND INDUCED 

DEDIFFERENTIATION 1（WIND1）を単離

した。驚いたことに，植物体全体で恒常的

に発現するプロモーターを用いて WIND1

遺伝子を過剰発現させたシロイヌナズナ

植物体（WIND1 過剰発現株）では，植物ホ

ルモンを含まない培地でも葉，胚軸，根か

らカルスを形成する（図 2）。このカルスは

 
図２．WIND1 遺伝子はカルスの誘導とカルスの維
持に機能する（A）シロイヌナズナ野生株（21 日
齢）。（B）WIND1 過剰発現株（48 日齢）。（C）過
剰発現株から単離したカルス。（D）21 日後のカル
ス。全て植物ホルモンフリーの培地で培養した。
Scale: 3 mm（A, B），3 cm（C, D）。 

B

C

A

D
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継代培養可能であり（Iwase et al. 2011a），この原稿を著している今日現在，8 年を超えてホルモン

フリーで継代培養している WIND1 誘導カルス株が存在している。このことは，WIND1 がカルス

誘導だけでなくカルス状態を維持する働きを有していることを示している（図 2）。 

 WIND1 は傷害応答性の遺伝子として他のグループの研究でリストアップされていたことから

（Delessert et al. 2004），傷をつけた植物体で WIND1 やパラログ遺伝子である WIND2，WIND3，

WIND4 の遺伝子発現を経時的に調べたところ，これらの遺伝子は傷害ストレスによって数時間内

に発現誘導されることが分かった。実際，WIND1 のプロモーター活性は傷害部位やカルスで特異

的に高い。さらに WIND1 過剰発現株（通常条件ではカルス化しない弱い形質の個体）では，胚軸

の傷害部位におけるカルス形成が促進され，逆に WIND1 機能抑制変異体では抑えられる。植物

ホルモンとの関連を調べるためにオーキシン濃度とサイトカイニン濃度を変えた種々の培地を用

い，胚軸切片の組織培養アッセイを行ったところ WIND1 機能獲得変異体では野生株と比べてサ

イトカイニン応答が高まり，逆に機能抑制変異体では抑えられていることが分かった。サイトカ

イニン応答を正に制御する Type-B ARR 転写因子の機能欠損変異体では，WIND１過剰発現によ

るカルス化が抑制される。また，野生株の胚軸の傷害部位では，Type-B ARR 転写因子依存的に反

応する TCS プロモーターの活性が高まるが，WIND1 機能抑制変異体では抑えられる。WIND1 を

過剰発現させて誘導したカルスでは ARF 転写因子依存的なオーキシン応答性 DR5 プロモーター

の活性はみられない上，組織培養のアッセイにおいても WIND1 機能獲得および抑制変異体の両

方でオーキシン応答に顕著な変化は見出せなかった。これらの検討から，WIND 転写因子群は少

なくとも Type-B ARR 依存的なサイトカイニン応答を高めることによって植物細胞のカルス化を

促進する重要な因子であることが明らかになった（Iwase et al. 2011a, Iwase et al. 2011b）。WIND1 過

剰発現株では，野生株と比べてサイトカイニン合成系の遺伝子発現が促進し，実際サイトカイニ

ン合成が促進していることから，WIND1 は傷害部位でサイトカイニン合成を高める機能を有し

ている可能性が示唆される（Iwase et al. 2011a）。 

 傷害ストレスによって発現が上昇し，未分化性の高い細胞塊形成に関与する転写因子は，動物に

おいても報告されている。例えば，この稿の冒頭に取り上げた動物の傷害ストレスによる再生現

象においても，哺乳類の iPS 細胞誘導技術で用いられるいわゆる Yamanaka-factors（Oct3/4，Sox2，

c-Myc，Klf4，Takahashi & Yamanaka 2006）のホモログ遺伝子が発現してくるという報告がある。

イモリのレンズと脚の再生時には Sox2，Klf4，cMyc のホモログ遺伝子が（Maki et al. 2009），また，

ゼブラフィッシュ尾の再生とアメリカツメガエルの脚の再生における再生芽形成時には Oct3/4，

Sox2，c-Myc，Klf4 のホモログ遺伝子が発現することが報告されている（Christen et al. 2010）。傷害

ストレスによる細胞脱分化関連因子の発現という機構は，動植物に共通であることを示している。 

  
５．カルス誘導の分子経路 

 一口にカルスと言っても，その生成機構や生理状態は多岐に渡る（Ikeuchi et al. 2013, 岩瀬ら 

2015）。シロイヌナズナでは，少なくとも２つのカルス誘導経路があることが分かってきた。シロ

イヌナズナで頻繁に用いられているカルス誘導培地（CIM）条件では，カルスは傷口のみならず

傷口から離れた非傷害部位にも形成される。非傷害部位のカルス化では，根の幹細胞形成に関与

するマーカー遺伝子が強く発現することが見出され（Atta et al. 2009, Sugimoto et al. 2010），実際，
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側根形成ができなくなる変異株では，非傷害部位からのカルス誘導が抑制される（Sugimoto et al. 

2010, Iwase et al. 2011a）。一方，傷害部位に誘導されるカルスではこれらの根のマーカー遺伝子の

発現は見られず，さらに側根形成ができなくなる変異株でも傷害部位でのカルス化は起こる

(Iwase et al. 2011a)。これらの観察から，非傷害部位で形成されるカルスは側根形成の分子経路を

介して作られるが（Sugimoto et al. 2010），傷害部位で作られているカルスは，側根形成経路とは

(少なくともある一部分は)異なる経路で作られていることが明らかとなった（Iwase et al. 2011a）。

側根形成はオーキシンシグナルの制御下にあり，実際，上記した側根形成ができなくなる変異株

の原因遺伝子はオーキシン応答性である。側根形成を正に制御するオーキシン応答性の LBD 転

写因子を過剰発現することで，ホルモンフリーの培地でもカルスが形成される（Fan et al. 2012）。

この結果は側根原基形成経路を介したカルス化経路が実際に存在することを実証している。前述

したように，WIND は傷害部位でサイトカイニン応答を高めていることから，この２つの分子経

路はオーキシン応答優位な経路とサイトカイニン応答優位な経路として区別できるのかもしれな

い。 

 

６．再生における WINDの分子機能とその応用 

 最近の私たちの研究から，WIND1 の役割は単にカルス形成を促進するだけでなく再分化を制

御することも明らかになってきた。これについて記述する前に，まずシロイヌナズナの組織培養

法と，現在考えられている組織培養の再生過程における生理的反応ステップについて紹介したい。 

 シロイヌナズナの再分化誘導には2段階の培養

法が広く用いられている（Valvekens et al.， 1988，

Ozawa et al. 1998，Che et al. 2002）。具体的には，

根や胚軸の切片をオーキシンに富んだカルス誘

導培地(CIM)で数日間培養し，その後組織片をサ

イトカイニンに富んだ茎葉再分化培地（SIM）や

オーキシンに富んだ根誘導培地（RIM）に移植・

培養して再分化を促進するという方法である

（Valvekens et al. 1988）。オーキシンとサイトカイ

ニンの適度な配分を設定すれば 1 段階の培養で

もカルス化と再分化を連続的に誘導できるため

（Lloyd et al. 1986），必ずしも 2 段階の培養が必須

というわけではない。組成を変えた複数の培地を

段階的に用いる方法は，再分化までの時間短縮や

再分化頻度を高めるために検討されてきた結果

である。しかしこの事実は，分化した細胞の再分

化過程には段階があることと，それぞれの段階に

は作用するホルモンと組み合わせに適性がある

ことを示唆している。セイヨウヒルガオの再分化

系を用いた実験から，組織培養環境下の器官再分

 
図３．傷害処理による WIND1の発現は再分
化能の獲得に寄与する（A~F）7 日齢のシロ
イヌナズナ植物体を根の切断あり、なしで
処理して CIM で 4 日間処理した後, SIM で
21 日間培養した。WIND1 過剰発現株
（35S:WIND1）では切断処理なしでも茎葉
の再生がみられ, 逆に WIND1 機能を抑制
した株（WIND1-SRDX）では切断処理をし
ても茎葉の再分化は抑えられた。Scale: 3 
mm。Iwase et al.（2015）より許可を得て改
変, 転載。  

WT

野⽣⽣株  野⽣⽣株
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化は３つの段階に分けられることが示された （Christianson & Warnick 1983, 1985）。すなわち 1. 

応答能の獲得（acquisition of competence），2. 器官形成の誘導（organogenesis induction），3. 形態的

な分化（morphological differentiation）である。このうち第 1 のステップは幅広い組成のホルモン

培地が適用できるのに対して，第 2 のステップでは最適なホルモン組成の範囲が狭く，方向性を

持った再分化誘導にはホルモンの種類やバランス条件の詳細な検討が必要になる。第 3 のステッ

プでは外因性のホルモンの影響を受けにくくなるため（Christianson & Warnick 1983, 1985, 

Sugiyama 2015），ホルモンを含まない培地がよく用いられる。いわゆる脱分化と呼ばれる過程は

第 1 のステップ，すなわち反応能の獲得に含まれると考えられており，シロイヌナズナの系では

CIM での処理がそのステップに該当する（Che et al. 2006, Duclercq et al. 2011, Sugiyama 2015）。さ

らにカルス化や再分化が抑制される一連の変異株の解析から，第 1 の応答能の獲得のステップに

は細胞増殖能の獲得と分化能の獲得が含まれると考えられている（Sugiyama 2000, Ohatani & 

Sugiyama 2005, Ohtani et al. 2013）。 

 カルス化を促進するという WIND1 の機能は，組織培養における器官再分化の段階において応

答能の獲得ステップに働くことが予想される。そこで，組織培養条件の再分化過程における傷害

処理と WIND1 の役割をより明確に理解するために，傷害処理なしの組織培養と，WIND1 機能を

コントロールした植物体での組織培養を行った。すなわち WIND1 の発現が CIM における処理

を代替できるかについて検討した。 

 驚いたことに，野生株では，地上部を残した状態の無傷の根からは CIM（カルス誘導培地）処

理後に SIM（茎葉誘導培地）で培養しても茎葉の再分化は全く見られず，代わりに多くの側根の

形成が観察された（図 3）。この原因は，例えば地上部からもたらされる物質やシグナルによる影

響など様々な原因が考えられるが，植物組織の切断処理によって誘導される因子が茎葉への再分

化能の獲得を促進していることが一つの原因として考えられた。切断によって発現促進する

WIND1 の働きが分化能獲得の実体であるという仮説を検証するために，WIND1 の弱い過剰発現

体（35S:WIND，育成してもカルス化までは起こらない）を同様に無傷のまま SIM で処理したと

ころ，予想通り根から茎葉の再分化が起こった（図 3）。さらに，WIND1 の遺伝子発現誘導系植物

（外部から薬剤を処理することによって WIND1 が発現する配列をゲノムに導入した植物体）を

用いて，ホルモンフリーの培地で WIND1 の発現誘導あり・なしの比較実験を行ったところ，やは

り誘導時のみで無傷の植物体の根から SIM で茎葉の再分化が起こった。逆に WIND 機能を抑制

した植物体（WIND1-SRDX）では，通常の切断処理を行った培養を行っても茎葉再分化がほとん

ど起こらなかった（図 3）。これらの結果から，組織培養における組織の切断処理は WIND1 のよ

うな傷害応答性の脱分化因子を発現させる役割があること，また WIND1 には分化能の獲得機能

もあり，CIM の処理を実際に代替できることが明らかとなった（Iwase et al. 2015）。切断処理を行

っても，CIM での処理をしないと茎葉の再分化には大幅な時間がかかるが（Valvekens et al. 1988），

WIND1 の発現を誘導した植物体では，短時間の誘導でも続く SIM の処理で茎葉が再分化する

（Iwase et al. 2015）。組織培養では，一般的に植物組織の切断と，多数の組織片の培地への植え替

えが必要であり，処理行程の煩雑さを招いている。WIND1 のような因子の機能利用によって，切

断処理を必要とせず，且つ培養時間を短縮させた簡便で効率的な組織培養が可能になるかもしれ

ない。 
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 CIMを利用したシロイヌナズナのカルス化には少なくとも2つの経路があることは前項で述べ

た。CIM-SIM の 2 段階培養の系では茎葉の再生が傷害部位と非傷害部位の両方のカルスから見ら

れる。面白いことに，WIND1 機能抑制変異株では非傷害部位のカルスからも茎葉の再分化が抑え

られる（Iwase et al. 2015）。非傷害部位のカルスでいつ WIND1 が発現してくるのかについては，

より詳細な検討が必要であるが，この結果は WIND1 が非傷害部位でのカルスでも再分化能を付

与していることを示している。 

 WIND1 の発現が CIM 処理の代替となるように，他の分化関連転写因子が次のステップである器

官形成の誘導を担えるかもしれない。そして，WIND1 と組み合わせて発現させることで，効率が

良く再分化の方向性が明確な分化転換を誘発できるのではないか。このような考えに基づいて，

B3 ドメイン転写因子 LEAFY COTYLEDON2（LEC2）転写因子を WIND1 と発現させる実験を行

った。LEC2 は過剰発現によって不定胚を誘導できることが報告されている（Stone et al. 2001）。

私たちの行った黄化芽生えを用いた実験でも，遺伝子発現誘導系を用いて LEC2 を過剰発現する

ことで不定胚を誘導することができた。しかし，ここでの不定胚誘導は，脱分化傾向が強いと考

えられる傷害部位か，茎葉分裂組織周辺の比較的分化度合いが低いと考えられる組織に限られて

いた（図 4）。LEC2 を発現誘導する前に WIND1 を誘導すると，予想通り変化の起きる領域が広

がり，用いた胚軸組織全体から不定胚の形成がみられた（図 4）。これは，再分化の応答能を有し

ていなかった分化細胞が WIND1 によって再分化の応答能を獲得し，続く LEC2 の制御による不

定胚形成の誘導を可能にした結果だと考えられる。これらの発見から，複数の転写因子をスイッ

チとして用いることで外因性の植物ホルモンなしで細胞の脱分化と再分化をコントロールできる

ことが実証された（Iwase et al. 2015）。 

 
７．WIND遺伝子と機能の保存性  

 シロイヌナズナ近縁種である Thellungiella halophila（salt cress）の WIND1 オルソログ（ThWIND1-

L）は，傷害応答性があり，ThWIND1-L を発現させたシロイヌナズナはホルモンフリーの培地で

 
図４．WIND1と LEC2の 2段階の誘導は体細胞胚誘導を促進する（A~C）7 日齢のシロイヌナズナ
黄化植物体を胚軸部分で二分し、地上部側を培養した。（A）WIND1 誘導系植物体（XVE:WIND1）
を誘導剤（17β-estradiol）を含む植物ホルモンフリー培地で 25 日間培養した。（B）LEC2 誘導
系植物体（35S:LEC2-GR）を誘導剤（dexamethasone）を含む植物ホルモンフリー培地で 25 日間
培養した。（C）WIND1 と LEC2 を両方誘導可能な植物体（XVE:WIND1/35S:LEC2-GR）を 17β-
estradiol 入り培地で 4 日間培養後、dexamethasone 入り培地で 21 日間培養した。2 段階誘導の植
物体では, 胚軸部分からも盛んに不定胚を形成するカルスが生じている。Scale: 1 mm。Iwase et 
al.（2015）より許可を得て改変, 転載。 
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カルス化することが他の研究グループから報告された（Zhou et al. 2012）。これは，近縁種の WIND1

オルソログ遺伝子でも私たちの研究結果が再現できることを示している。WIND 因子が植物界に

広く保存されていれば，傷害によるカルス化が植物の進化上いつ獲得されたのかを推測すること

ができる。また様々な作物で組織培養を用いた応用研究にも展開できるかもしれない。このよう

な興味から，Reciprocal BLAST 法による簡易的なオルソログサーチを行い WIND 転写因子群の

植物界における保存性を調べた。 

 ゲノム情報が明らかになっている 20 種の植物，すなわち，双子葉植物 12 種，単子葉植物 4 種，

シダ植物 1 種，コケ植物 1 種，緑藻類 2 種について解析を行った結果，緑藻類であるクラミドモ

ナス（Chlamydomonas reinhardtii）とボルボックス（Volvox carteri）以外の植物には，WIND1 オル

ソログが存在していることが示唆された（図 5）。AP2/ERF 転写因子は緑藻には既に存在している

ことが知られているため（Magnani et al. 2004），AP2/ERF 転写因子の中でも WIND クレードの遺

伝子は陸上化とともに獲得されたのかもしれない。さらに，これらの遺伝子配列をアミノ酸に変

換し，保存ドメインを比較すると，シダの一種 Selaginella moellendorffii や コケ植物蘚類の一種

Physcomitrella patens のオルソログでは高等植物間で保存性の高いアミノ酸配列が見られないこと

が分かった。ゼニゴケの WIND1 オルソログをシロイヌナズナで発現させてもカルス化はみられ

なかったことから，この 2 種のアミノ酸配列の差異の中にシロイヌナズナでのカルス化に関わる

領域があると考えられる（岩瀬 未発表）。コケ植物においては，苔類，蘚類，ツノゴケ類におい

て，それぞれ植物ホルモンを用いてカルスが得られ培養細胞化されているが（Ono 1973, Sokal et 

al. 1997, Ono et al. 1992），例えば蘚類ヒメツリガネゴケの葉状体の切断処理では，傷害部位の細胞

から原糸体の幹細胞が直

接誘導され，明瞭なカル

ス 化 は み ら れ な い

（Ishikawa et al. 2011, 石

川 2015）。苔類ゼニゴケで

は，葉状体の切断面から

葉状体が再生するが

（ Kubota et al. 2013, 

Nishihama et al. 2015）, こ

の際一度小さな細胞塊が

傷害部位で生じるものの, 

すぐに形態形成に移行す

るようである。コケ植物

における株化されたカル

ス細胞は, 外因性の植物

ホルモン処理によって再

分化への移行が抑えられ

ている状態なのかもしれ

ない。 

 
図５．シロイヌナズナ WINDのオルソログは広く種子植物に保存さ
れている シロイヌナズナの他の AP2/ERF 転写因子である BBM
遺伝子をアウトグループとして分子系統樹を作成した。赤字はシ
ロイヌナズナ WIND（WND1~WIND4）。枝分かれ上の数字はブ
ートストラップ確率を示している（500 replicates）。枝分かれの先
は種々の植物の遺伝子名を記してある。Iwase et al.（2013）より
許可を得て改変、転載。  
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 WIND のオルソログが種子植物に広く保存されているならば，それぞれの植物が保持する

WIND 因子群の機能も保存されており，それらやシロイヌナズナの WIND を利用することによっ

て作物の組織培養の効率が改善できるはずである。実際，シロイヌナズナWIND1（AtWIND1）の

発現誘導系や過剰発現用のコンストラクトを導入したナタネ（Brassica napus），トマト（Solanum 

lycopersicum）やタバコ（Nicotiana tabacum）では，シロイヌナズナと同様に，ホルモンフリーの

培地でもカルス形成が観察された(Iwase et al. 2013)。この結果は，WIND によって促進される細胞

脱分化のカスケードが少なくともある範囲の植物種で保存されていることを示している。シロイ

ヌナズナにおける AtWIND1 の分化能の獲得機能に関しては前項で述べたが，作物でも再分化の

効率化が起こせるのかを調べるために，発現誘導系を導入したナタネで組織培養条件下での茎葉

再分化実験を行った。 この結果，再分化能が低く外植片としては通常用いない，茎葉分裂組織か

ら離れた部位の胚軸切片において，WIND1 の誘導をかけた培地では，誘導をかけなかった場合と

比べて 1 切片あたり 20~50 倍という高い頻度で再分化組織が得られることが分かった。芽生えの

胚軸を用いた通常のナタネの形質転換法では，再分化能の比較的高い茎頂分裂組織に近い胚軸切

片が限定的に用いられたりするが，その限定的な組織を用いた通常法と比べても，上記の結果は

10 倍以上の高い再分化効率であった（Iwase et al. 2015）。この結果は，シロイヌナズナでみられた

結果と同様に，WIND1 の誘導によって再分化能の低い組織に応答能の獲得と再分化能の付与が

なされたためだと考えられる。また，少な

くともナタネのような近縁種の作物でも，

シロイヌナズナのWIND1 機能による再分

化の効率化が可能である事を実証するも

のである。 

 

８．分化状態の維持には脱分化因子の

発現を能動的に抑える必要がある 

 傷害ストレスによるカルス化は，傷害部

位で局所的にみられる反応である。細胞の

脱分化を傷害部位のみで進める機構があ

り，その一端を WIND が担っていること

を私たちは明らかにしてきた。一方で，分

化全能性を発揮し易い植物でも，通常の発

生・成長の過程では特殊な構造と生理機能

を有した多細胞の体を維持するために，不

必要な分化全能性の発揮を抑えなければ

ならない。そこには能動的な抑制機構があ

るはずである。 

 私たちはカルス化が促進する変異株の

解析を進める中で（Ikeuchi et al. 2013, 岩瀬

ら 2015），驚くべき現象を見出した（図 6）。

 
図６．シロイヌナズナ PRC2変異体では根毛細胞も
脱分化する（A）野生株の根毛細胞の DAPI 染色
像。核（青）が一つ見える。（B）PRC2 変異体の根
毛細胞の DAPI 染色像。根毛の中に核が複数存在
していることが分かる。（C）PRC2 変異体の根毛
細胞から生じたカルス。（D）PRC2 変異体の根毛
細胞から生じたカルスから不定胚様の組織が生じ
ている。 
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シロイヌナズナの PRC2（Polycomb repressive complex 2）というタンパク質複合体の機能が欠損し

た PRC2 変異体の根では，根毛細胞をはじめとする様々な細胞が分裂を開始し，カルスのみなら

ず不定胚様の組織を形成したのである（Ikeuchi & Iwase et al. 2015）。驚きの主な要因は 2 点あっ

た。第一に，この変化は培地に植物ホルモンを添加することなく通常の培養条件で起こること。

第二に，根毛細胞という高度に分化した細胞が，あるタンパク質複合体の機能が損なわれただけ

で，脱分化したことである。根毛細胞は根の表皮細胞の一部が伸長成長によって巨大化した 1 個

の細胞であり，水分や無機塩類を土壌中から吸収する高度に機能化した最終分化細胞である。シ

ロイヌナズナの根毛細胞では，核内倍加と呼ばれる現象，すなわち細胞の分裂を経ずに DNA 複

製のみが進行する特殊な細胞周期が起こっており，これによって核の中の DNA 量が増加し，細

胞の巨大化が引き起こされる。核内倍加はシロイヌナズナの根端において，細胞分裂を盛んに行

う分裂組織の細胞が分裂を止め，細胞伸長に移行する際に起こる現象であることから細胞分化の

１つの指標となっている（Breuer et. al. 2014）。 

 PRC2 変異体では，最終分化細胞の分化状態の維持ができずにカルス化や不定胚様組織の形成

が起きているという仮説のもと，核の大きさの比較や分化マーカーの発現の有無など種々の検討

を行った。この結果，PRC2 変異体の根毛細胞は，野生株と同様に一旦は核内倍加を伴う正常な

細胞分化を行っており，PRC2 変異体のみが時間の経過とともに DNA 合成期(S 期)を伴う細胞周

期で分裂してカルス化していることが明らかとなった（Ikeuchi & Iwase et al. 2015）。 

 PRC2 はどのように細胞の脱分化を抑えているのだろうか。PRC2 は真核生物に広く保存されて

おり，ヒストン H3 タンパク質を構成するアミノ酸のうち 27 番目のリジンをトリメチル化

（H3K27me3）する働きを持っている（He et al. 2013）。このメチル化されたヒストンは結果とし

てクロマチン構造を閉じた状態に変え，その領域にある遺伝子発現を抑える。つまり，PRC2 変

異体では H3K27me3 による遺伝子発現抑制機構が働かないために，不用意な遺伝子発現を起こし

やすい状態になっていることが考えられる。そこで，PRC2 変異体の根でカルス形成に関与する

遺伝子を調べたところ，カルス化

促進因子の WIND1，WIND2，

WIND3 遺伝子や胚発生制御因子

のLEC2遺伝子の発現が上昇して

いることが分かった。シロイヌナ

ズナの根のゲノム上で，どの遺伝

子がPRC2による発現抑制を直接

受けているかを網羅的に調べた

ところ，WIND3 や LEC2 などの

遺伝子領域が H3K27me3 でマー

クされていること，すなわち

PRC2 の直接のターゲットになっ

ていることが分かった。 さらに

WIND3 または LEC2 遺伝子を強

制的に発現させることでも，根毛

 
図７．PRC2 は、分化した根毛細胞や根の細胞において
WIND や LEC2 などの遺伝子の発現を，直接的（実線）また
は間接的（破線）に抑えることで，細胞の脱分化を抑え，分
化が完了した状態を維持している。 
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細胞を分裂させられることを確認した。これらの結果から，根毛細胞などの一度分化が完了した

植物細胞には遺伝子発現レベルで脱分化を抑えるメカニズムがあり，それがヒストンのメチル化

を介したクロマチン構造の制御によって行われていることが分かった（図 7, Ikeuchi & Iwase et al. 

2015）。つまり通常の細胞分化には WIND や LEC2 のような全能性発揮関連因子の発現を抑える

機構が必要だということである。WIND3 や LEC2 遺伝子の過剰発現によって引き起こされる根毛

細胞のカルス化の頻度は PRC2 変異体よりも低い。また，これらの因子の発現抑制による PRC2

変異体の表現型の抑圧も完全でないことから，PRC2 変異体で観察される根毛細胞の脱分化には，

他にもさまざまな因子が関与していることが予想される。実際 PRC2 のターゲットとなる遺伝子

はシロイヌナズナで 4000 以上に登るとも考えられており（Zhang et al. 2007），今後，さらなる関

連因子の探索を継続することで，植物細胞が PRC2 を通してどのように分化状態を維持するのか，

その分子メカニズムのさらなる詳細が明らかになると期待している。 

 
９．終わりに 

 私達のこれまでの WIND や PRC2 に関する研究成果から，傷害ストレスによって局所的に誘

導される細胞脱分化の機構や，通常の発生・分化の段階で脱分化を抑える機構が見えてきた。そ

こでは遺伝子発現を制御する転写因子が重要因子として存在し，その発現がヒストンの修飾を介

したクロマチンレベルで制御されていることも分かってきた。私たちは WIND1 が制御する遺伝

子の解析も網羅的に進めているが，WIND1 の下流には別の転写因子も数多く存在しており，転

写因子ネットワークが存在していることが明らかにされつつある（Iwase et al. in preparation, 

Ikeuchi et al. in preparation）。今後ネットワークに関与する因子について，網羅的に捉えるアプロ

ーチと因子同士一つ一つの関係性を明らかにしていくアプローチを両方進めて行き，植物細胞の

脱分化と再分化に関わる分子ネットワークを着実に明らかにして行きたい。 

 また，WIND を軸とした脱分化誘導現象において，ストレスとヒストン修飾によるクロマチ

ン変化の関連が浮かび上がってきたことから，ストレスとエピジェネティックな変化がどのよう

に関連し，細胞の脱分化を促進するのかという次なる問いも生じる。種々のストレスがヒストン

修飾の変化を誘導し，クロマチン構造を変化させて脱分化関連転写因子の発現を促進するという

仮説のみならず，ストレス誘導性の転写因子によってクロマチン構造が変化し，種々の脱分化関

連因子の発現が促進するという仮説も立てることができる。ほ乳類の分化した細胞では，iPS 細

胞誘導技術で用いられる転写因子群（Yamanaka-factors）が複数の階層のエピジェネティックな

発現抑制制御を受けていることが分かってきた（Hawkins et al. 2010）。さらに，発現誘導された

Yamanaka-factors は，「パイオニア転写因子」としてヌクレオソームに結合し閉じたクロマチン構

造を開き，自身を始め下流遺伝子群の転写活性を促進する働きを有する可能性が示唆されている

（Soufi et al. 2015）。様々な刺激に対してエピゲノムがどのように変化し，ゲノム上のどの遺伝

子領域が転写制御を受けやすくなるのか，または受けにくくなるのかについて網羅的に理解する

ことは，細胞の分化や脱分化を理解するため今後益々重要なアプローチとなる。ストレス誘導時

や脱分化関連転写因子の誘導時におけるクロマチン構造の変化を経時的かつゲノムワイドに捉え

る研究を進めることで，植物の分化全能性発揮のダイナミズムを明らかにして行きたい。 
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１．はじめに 

 被子植物は複雑な形態を有するが，それらはすべて受精卵に由来する。形づくりの基盤となる

体軸は初期胚で確立され，特に，頂端—基部軸（上下軸）は最初に形成される。この軸に沿って受

精卵は不等分裂し，生じた頂端細胞と基部細胞が個々の運命にしたがって発生することで，植物

体の茎頂—根端パターンが構築される（図１）。つまり初期胚発生には，体軸形成・運命獲得・パ

ターン形成といった，発生の基盤をなす仕組みが詰まっていると言えるが，被子植物の胚発生は

母組織の奥深くで進行するという特性から，発生過程を詳細に解析する手法は乏しく，個々の細

胞の分裂動態や，それを制御する仕組みについてはほとんど研究されてこなかった。しかし近年，

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）において，コンピューター解析による胚の三次元構造の再

構築や，胚珠の in vitro 培養によるライブセル解析など，さまざまな研究が進んできた。そこで本

稿では，これらの最新手法を紹介することで，今後の胚発生研究の展望について考えたい。 

 

 

図１．シロイヌナズナの胚発生 

シロイヌナズナの受精卵から初期胚が発生する様子を示した。点線は頂端細胞と基部細胞の系譜

の境界面を示す。 
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２．シロイヌナズナ胚の細胞形態を三次元的に解析する手法の確立 

 近年，胚の観察画像をコンピューター解析するというジオメトリック（幾何学）解析法が開発

され，さまざまな発生ステージの胚において，個々の細胞がどのような容積をもち，どの方向に

分裂するかといった特徴を三次元的に理解できるようになった（Yoshida et al. 2014）。この手法で

は，蛍光色素（FM4-64 あるいは propidium iodide）によって細胞輪郭を可視化した胚を透明化し，

それを 0.1 µm 間隔という高密度で観察する。得られた光学切片を三次元画像解析ソフトウェア

（MorphoGraphX）で処理することで，胚内部の個々の細胞の形態やサイズ，細胞分裂面の位置や

その面積など，多様な情報を統計的に解析することができる（Kierzkowski et al. 2012）。古くから，

細胞は分裂面の面積が最小になるように分裂すると考えられてきたが，この様式での分裂パター

ン予測と実際の胚の三次元再構成画像を比較したところ，細胞分裂面は常に最小面積になるわけ

ではないことが判明した（Yoshida et al. 2014）。例えば，4 細胞期胚や 8 細胞期胚が形成される際

の分裂面は最小面積になる位置に形成されるものの，8 細胞期胚の各細胞が非対称分裂して胚の

内層と外層が生じる際の分裂面は，平面的ではあるものの，最小面積にはならない位置に形成さ

れる（図２の上段）。一方，ドミナントネガティブ型の BODENLOS（オーキシン応答の制御因子）

を強制発現させることでオーキシン非感受性にした株では，8 細胞期胚の各細胞は分裂面が最小

面積になる位置で分裂するため，胚に内層と外層が形成されない（図２の下段, Hamann et al. 1999）。

オーキシンが蓄積することが知られている他の胚細胞でも同様の結果が得られたことから，胚の

細胞は本質的には細胞分裂面を最小面積にする性質をもつものの，オーキシン応答を用いた制御

機構によって分裂面の位置が調整されることで，内外層の分離といった胚のパターン形成が実現

すると考えられる。 

 
図２．細胞分裂面の制御様式 
シロイヌナズナ胚の三次元立体構築

によって判明した，8細胞期胚から16
細胞期胚になる際の細胞分裂の様式

（上段）。オーキシンに応答できない

株では等分裂になる（下段）。 
 

 

３．シロイヌナズナ胚珠の in vitro
培養による胚のライブイメージ

ング 
 前述した胚の三次元解析によって，

個々の細胞の形態や分裂面を詳細に

比較することが可能となった。しか

し，これは多数の固定胚による解析

であるため，細胞分裂の所要時間や

分裂順序といった時間情報や，どのような位置や形の細胞が実際にどのように分裂してどの組織

になるかという系譜を知ることはできない。これらを知るには，一つの胚の発生を追跡できるラ
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イブイメージング系が必要になる。これまで，タバコの単離受精卵を in vitro 培養して植物体まで

成長させる方法は報告されているが，多様な変異体や分子マーカーが整備されたシロイヌナズナ

では，受精卵を培養できる方法はいまだ確立されていない（He et al. 2007）。しかしながら，シロ

イヌナズナでは，胚を含む母組織（胚珠）を単離して in vitro 培養する方法は報告されている（Sauer 

& Friml 2004）。この方法では，受精卵や若い胚を用いた際の植物体の発生率は低く，初期胚の形

成過程のライブイメージングには適さなかったが，近年，培地の組成を変えることで，成功率を

大幅に改善できることが明らかになった（Gooh et al. 2015）。さまざまな成分検討の結果，Nitsch

培地とトレハロースを組み合わせることで，胚珠の生存率と胚の発生率がともに向上したのであ

る。この系を用いて，胚の核と細胞膜のそれぞれを蛍光標識した株の胚珠を顕微鏡下で培養する

ことで，受精卵が後期胚まで発生する様子を一連の過程としてライブイメージングすることが可

能となった（Gooh et al. 2015）。この際，胚珠は成長にともなって肥大するので，数日にわたるラ

イブイメージングでは，胚珠が視野から逃げるという問題が生じるが，ポリジメチルシロキサン

類（PDMS）を素材とするマイクロピラーアレイを培地容器に被せ，そのなかに胚珠を置くこと

で，胚珠を定位置に保持することができる（Gooh et al. 2015, Park et al. 2014）。この in vitro 胚珠培

養系を用いることで，受精卵を起点とする細胞系譜を追跡できるだけでなく，それぞれの細胞分

裂の所要時間や，発生運命が次第に確立される様子も観察することが可能となった。例えば，基

部細胞系列（胚柄）の発生に重要であることが知られている WOX8 遺伝子の発現を蛍光標識した

マーカーをライブイメージングすると，受精卵ですでに蛍光シグナルが検出され，その不等分裂

後（1 細胞期胚）に頂端細胞と基部細胞の両方で蛍光が観察されたあと，次の細胞分裂後（2 細胞

期胚）にようやく基部細胞の系列に限局した（Ueda et al. 2011）。一方，WOX8 とは逆に胚の頂端

領域で働く DRN 遺伝子のマーカーでは，受精卵では蛍光が観察されず，不等分裂後に頂端細胞で

発現が始まり，その系譜で発現が受け継がれた（Cole et al. 2009）。これらの観察結果から，頂端

と基部の運命は一律に決定されるのではなく，受精卵から発現している遺伝子や，不等分裂後に

発現し始める因子の働きによって，次第に細胞性質が確立されていくと考えられる。 

 

４．胚の特定細胞を狙った破壊による細胞運命の転換 
 上記のライブイメージング中の胚に対し，長波長の近赤外光を用いたフェムト秒パルスレーザ

ーを照射することで，発生中の胚内部にある単一細胞だけを狙って破壊することも可能となった

（Gooh et al. 2015）。この系を用いて 1 細胞期胚の頂端細胞のみを破壊した場合，残された基部細

胞の系譜から頂端細胞の様式で細胞分裂を始めるものが現れた（図３）。この際，基部細胞は一旦

分裂して細胞数を増やしたのち，上部の細胞のみを頂端細胞に転換させるという動態が観察され

たことから，基部細胞を保持しつつ，頂端細胞を補填するという発生戦略が読み取れる。このと

き，基部細胞系譜の上部にある細胞では，前述の WOX8 の発現は失われ，かわりに DRN の発現

が始まったことから，細胞運命が分子レベルで切り替わったと考えられる（図３）。頂端細胞は，

植物体のほとんどを生み出す胚体のもととなる始原細胞であることから，胚の補助組織である胚

柄の中から新たな頂端細胞が生まれて胚体が補償されるという制御は，植物の発生戦略として理

にかなっていると言える。発生の進んだ胚に対しても同様のレーザー照射をおこない，胚体と胚

柄の境界を分断したところ，球状胚期では残された胚柄から二次胚が生じるが，より後期の初期
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心臓型胚期では，胚柄はもはや分裂しないことも明らかとなった（Liu et al. 2015）。このことから，

胚柄がもつ胚体の補償能力は発生ステージに依存することが明らかになった。胚柄は発生後期に

は縮退して死滅するので，胚体が充分に成長したあとで補償能力を失うことで，胚柄としての役

割を終えると考えられる。 

 

 
図３．細胞破壊による運命転換の誘導 
シロイヌナズナ初期胚へのレーザー照射実験の結果を模式的に示した。上段は通常状態（レーザ

ー照射なし）の発生様式を，下段はレーザー照射後の発生様式を示す。桃色は DRN 遺伝子を発現

する細胞，緑色は WOX8 遺伝子を発現する細胞，灰色は死滅した細胞を表す。 
 

５．今後の展望 
 本稿では，コンピューター解析を用いた胚の細胞形態の詳細な比較，ライブ観察による時空間

的な動態変化，単一細胞を狙った破壊による運命転換という，３つの最新手法について紹介した。

今後は，これらを組み合わせることで，より精緻な解析が可能になると考えられる。例えば，細

胞の運命が転換する際，遺伝子発現や分裂パターンだけでなく，細胞の形態や容積も変わると考

えられるので，それらを時系列に沿って詳細に比較することで，細胞のどのような変化が端緒と

なって細胞運命の転換に至るかを明らかにできるかもしれない。さらに，細胞形態や遺伝子発現

の変化の解析に加え，細胞内構造（細胞骨格やオルガネラなど）や生理状態（代謝活性やエピジ

ェネテッィク制御など）についても，時空間的かつ定量的に解析する手法が確立されれば，胚内

部のそれぞれの細胞がどのように変化することで，胚全体としての発達に貢献しているかについ

ても，包括的に理解できると期待される。 
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１．はじめに 

 植物の体は多様な細胞が集積するようにして発達する。それぞれの細胞の形態や機能は細胞を

取り囲む細胞壁に大きく依存しており，細胞壁の成分や沈着パターン，厚みは細胞の形態や機能

に強く影響する。道管や木部繊維などの木部組織は，木部細胞が二次細胞壁を厚く沈着すること

により個体を支え導管液の輸送に耐える物理的な強度を獲得しており，細胞壁による細胞の機能

分化の分かりやすい例と言える。さらに，道管における二次細胞壁の沈着は細胞内で厳密に制御

されており，原生木部道管では環状や螺旋状，後生木部道管では網目状や孔紋状に二次細胞壁を

沈着することにより異なった性質の道管を作り出している。道管細胞は二次細胞壁を形成した後

に細胞内容物を消化することにより中空の死細胞である管状要素となり，穿孔および壁孔を介し

て導管液を通すことができるようになる。残された二次細胞壁はリグニン化することにより物理

的にも化学的にも強固なものとなり，長期間にわたって通同組織の支えとして機能する（図 1）。

このように道管は木部細

胞の非可逆的な分化によ

り形成されているが，こ

のような細胞分化のプロ

セスを解析することは，

道管分化が深部の限られ

た領域で起こることから

技術的な困難を伴う。ヒ

ャクニチソウの単離葉肉

細胞を用いた管状要素分

化 誘 導系 （ Fukuda & 

Komamine 1980）は高頻度

かつ同調的に管状要素分

化を誘導することが可能

であり，その高い再現性

 

図 1. シロイヌナズナの道管 （A）シロイヌナズナの根の道管。（B, 
C）原生木部（B）と後生木部（C）における管状要素分化の模式図。
ここでは環状と孔紋状の二次細胞壁パターンを示す。Bar = 10 µm. 

植物科学最前線 7:182 (2016)

BSJ-Review 7:182 (2016)



 

Y. Oda-2 

から国内外で長く利用され，道管を含む維管束形成機構の解明に大きく貢献してきた。2000年代

に入ると，シロイヌナズナを用いた研究が維管束形成の遺伝子レベル，分子レベルでの理解に貢

献するようになってきた。その中で，シロイヌナズナを用いて道管分化を in vitroで誘導する試み

もなされてきた。本稿では，シロイヌナズナを用いた道管分化誘導法とその成果について概説す

る。 

 

２．継代培養細胞を用いた分化誘導系 
シロイヌナズナの継代培養細胞は Col-0株，MM2d株, T87株等が知られているが，これらはオ

ーキシン存在下で培養することにより半永久的に継代することが可能である。一般的に，培養細

胞は均一な細胞集団の調製が容易なこと，自家蛍光が少なく顕微鏡での蛍光観察がし易いことか

ら，細胞生物学的，生化学的アプローチに有用な材料である。また，細胞株によっては，ヒャク

ニチソウでは困難であったアグロバクテリウム法による遺伝子導入が容易であることも重要な利

点である。これまでにシロイヌナズナの継代培養細胞を用いた管状要素分化誘導系が複数の研究

グループから報告された。一例目は筆者が携わった研究のひとつであり，Col-0培養細胞株を用い

て開発した実験系である。この実験系では細胞を 2,4-D，brassinolide 存在下で培養することによ

り， 36-48 時間で 30%程度の細胞を管状要素に分化させることができた（Oda et al. 2005）。この

細胞株には微小管マーカーであるGFP-TUB6を恒常的に発現させており，管状要素分化における

表層微小管の挙動を生きた状態で観察することがはじめて可能となった。これまで管状要素分化

における表層微小管の観察は電子顕微鏡あるいは間接蛍光抗体染色法による静止状態での観察に

限られていたが，この実験系により表層微小管が徐々に束となってゆく様子，微小管に沿って二

次細胞壁の沈着が進む様子が明らかとなった（Oda et al. 2005, Oda & Hasezawa 2006）。同時期に

Col-0培養細胞をホウ酸と brassinolideの存在下で培養することにより，７日間で 50％ほどの細胞

を管状要素に分化させる手法が報告された（Kubo et al. 2005）。この実験系を用いたマイクロアレ

イ解析により， NACファミリーに属するVND１～VND7が木部道管に特異的に発現する転写因

子群として同定された。これらの転写因子のうち VND7あるいは VND6を異所的に発現させると，

それぞれ原生木部道管様，後生木部道管様の二次細胞壁肥厚を誘導し，逆に SRDXを付加したド

ミナントネガティブ型の導入により道管の分化が遅延した。このことからVND7およびVND6が

それぞれ原生木部道管，後生木部道管の分化を誘導する転写因子であることが示された。後に，

VND7は後生木部を含む道管分化に広く関わっており，道管分化を制御する主要な転写因子であ

ることが報告された（Yamaguchi et al. 2011）。ホウ酸を用いた管状要素の分化誘導はカルスにも用

いられた（Kwon et al. 2010）。この研究ではシロイヌナズナの野生型および RabG3bの変異体から

新たにカルスを単離し，ホウ酸と brassinolide存在下で培養することにより管状要素の分化を誘導

している。野生型由来のカルスでは 15%程度の細胞が管状要素に分化したのに対し，恒常活性型

RabG3b導入株由来のカルスでは 40%以上，不活性型 RabG3b導入株および RabG3b RNAi導入株

由来のカルスでは 5%以下の細胞が管状要素に分化したことから，RabG3bが管状要素分化を促進

していると考えられている（Kwon et al. 2010）。 

2010 年には新規のシロイヌナズナ培養細胞株を用いた管状要素分化誘導系が報告された

（Pesquet et al. 2010）。この研究ではシロイヌナズナの植物体から新規に培養細胞株を樹立し，NAA，
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BAP（6-benzylaminopurine），epibrassinolideを培養液に添加することにより 96時間で 30~40%の細

胞を管状要素へ分化させている。植物の継代培養細胞株は多くの場合オーキシン存在下で細胞の

増殖を維持するが，この培養細胞株はオーキシン非存在下で増殖する細胞をカルスから選抜して

樹立したものであり，ホルモンフリーの培地で維持されている。この性質がこの細胞株の分化能

と何らかの関係があるのかもしれない。Pesquetら（2010）はこの実験系を用いて微小管付随タン

パク質の発現を網羅的に調べ，MAP70-5が管状要素分化時に特異的に発現することを突き止めた。

この実験系では螺旋型，網目および孔紋型の二次細胞壁が混在して形成されるが，MAP70-5，あ

るいはその相互作用因子である MAP70-1 の発現を抑制すると孔紋型の二次細胞壁の割合が増加

し，逆にこれらの遺伝子を過剰に発現させると，螺旋型の二次細胞壁の頻度が増加した。このこ

とから，MAP70-5 が二次細胞壁の沈着パターンの制御因子の一つであることが示唆された

（Pesquet et al. 2010）。最近になり，この実験系を用いた微小管付随タンパク質のプロテオミクス

解析により，MAP65や AIR9, CSI1など多数の微小管付随タンパク質も二次細胞壁のパターンに

関与していることが報告された（Derbyshire et al., 2015）。このプロテオミクス解析は細胞を多量に

調製することが容易な培養細胞の特性を活かした研究例と言えよう。 

 2010 年には分化誘導に転写因子の活性を利用した新しいタイプの分化誘導系が報告された。

Yamaguchi ら （2010）は VND7 に転写活性化因子およびグルココルチコイド受容体を融合した

VND7-VP16-GRをタバコBY-2細胞株に導入し，その培養液に dexamethasoneを添加することによ

り，4～5 日で 80%を超える高頻度で原生木部様の管状要素を分化誘導することに成功した

（Yamaguchi et al. 2010）。筆者は共同研究者らと共に，Col-0培養細胞に VND6を発現させること

により管状要素を分化させる実験系の開発に取り組んだ。その結果，VND6 をエストロゲンによ

る発現誘導系の制御下に置き，17β-estradiolおよび brassinolideを培養細胞の培養液に添加するこ

とにより，およそ 36 時間で 80%ほどの細胞を後生木部道管様の管状要素に分化させることがで

きるようになった（図 2, Oda et al. 2010）。また，アグロバクテリウム法による高頻度の遺伝子導

入も可能になり，抗生物質による選抜をすることなく数日でGFP等との融合タンパク質の局在を

分化過程の細胞内で観察することができるようになった。筆者らはこの方法を用いて道管分化時

に顕著に発現するタン

パク質の細胞内局在を

網羅的に解析し，微小

管付随タンパク質

MIDD1 が局所的に表

層微小管の脱重合を促

進することにより壁孔

の形成を誘導している

ことを突き止めた。さ

らに，MIDD1は局所的

に活性化した ROP 

GTPase により細胞膜

にアンカーされ，微小

 

図２.VND6導入 Col-0株を用いた管状要素分化誘導系 （A）VND6を導
入したCol-0培養細胞株。（B）分化誘導後の蛍光顕微鏡像。赤いシグナ
ルは蛍光色素で染色した二次細胞壁。Bar = 20 µm 
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管脱重合活性を持つKinesin-13Aと相互作用することにより働いていることを明らかにした（Oda 

& Fukuda 2012, 2013）。また，機能未知の coiled-coil タンパク質であるVETH1およびVETH2が

COG2 タンパク質と相互作用することにより，表層微小管に exocyst 複合体サブユニットである

Exo70A1をリクルートしていることを報告した（Oda et al. 2015）。exocyst複合体は膜輸送経路の

目的地の決定に関わっており，EXO70A1 の機能欠損変異体では二次細胞壁の沈着パターンに異

常を生じたことから，VETH経路は表層微小管に沿った細胞壁成分の輸送に関わっているのと考

えられる。これらの研究に加え，この実験系は道管分化におけるプログラム細胞死に関する知見

にも寄与した（Han et al. 2012, Ohashi-Ito et al. 2010）。 

 

３．植物体を用いた実験系 
シロイヌナズナの個体や組織を用いた実験系として，胚軸を用いた実験系が報告された（Sawa 

et al. 2005）。この実験系では，暗所で育てたシロイヌナズナの芽生えから胚軸を切り出し，2,4-D，

kinetin，brassinolide を含む培地中で６日ほど培養することにより，管状要素が胚軸内に異所的に

形成される。 

最近になり，葉の組織を用いた斬新な分化誘導法が報告された（Kondo et al. 2015）。この手法で

は，シロイヌナズナの本葉から直径 1 mmのディスク状に組織を切り出し，2,4-D，kinetinに加え，

GSK3キナーゼの阻害剤である bikininを添加した培地中で培養することにより，３日程で葉肉細

胞を管状要素へと分化させている。GSK3キナーゼは，CLEペプチドシグナル下流のブラシノス

テロイドシグナル経路で働く BES1転写因子を介して道管分化を阻害している（Kondo et al. 2014）。

bikininはこのシグナル経路を阻害することにより木部道管への分化を促進していると考えられて

いる（Kondo et al. 2014）。この実験系では培養開始後 24時間ほどで前形成層マーカーの発現が見

られ，48時間後では木部細胞マーカーの発現が見られるようになる。従って，この実験系は前形

成層細胞から道管へ至る全過程を再現していると考えられ，木部細胞分化の仕組みを明らかにす

る上で強力なツールになると期待される。 

 シロイヌナズナの個体に転写因子を一過的に発現させることにより異所的に体細胞の道管分

化を誘導する手法も成果を上げている。Yamaguchiら（2010）は VND6-VP16-GRあるいは VND7-

VP16-GRを導入したシロイヌナズナの芽生えを 4日間 dexamethasoneで処理することにより，個

体内で広い範囲の体細胞をそれぞれ後生木部道管様，原生木部道管様の管状要素に分化させてい

る。特にVND7を用いた誘導系では個体全体の白化を引き起こすほど大部分の体細胞が道管に分

化する（Yamaguchi et al., 2010）。この実験系を用い，二次細胞壁のリグニン化について新知見が報

告された。この研究ではリグニンの合成に必要な酸化酵素である LAC4 および LAC17 が二次細

胞壁合成部位に特異的に局在していることが示され，木部道管において二次細胞壁が特異的にリ

グニン化される仕組みの一端が明らかとなった（Schuetz et al. 2014）。また，この分化誘導系は高

精細なライブイメージングにも用いられた。セルロース合成酵素複合体のマーカーを導入し，道

管へと分化している表皮細胞を観察することにより，二次細胞壁形成におけるセルロース合成酵

素複合体の詳細な挙動が明らかにされた（Watanabe et al. 2015）。この観察によると，二次細胞壁

の合成領域では一次細胞壁を合成している領域に比べ，セルロース合成酵素複合体の密度が高く，

また細胞膜上での移動速度も速い。細胞膜上でのセルロース合成酵素複合体の移動はセルロース
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微繊維の合成に依存していると考えられており，この結果は二次細胞壁の形成を担うセルロース

合成酵素複合体の高いセルロース合成能を示唆していると言える。このような二次細胞壁のセル

ロース合成酵素複合体の性質が管状要素分化における急速な二次細胞壁形成を可能にしていると

考えられている（Watanabe et al. 2015）。 

このように木部細胞分化を制御する転写因子が明らかとなってきたことから，転写因子の活性

を人為的に制御し，特定のタイプの木部細胞を様々な細胞から分化させることが可能となってき

た。さらに，道管を含む通同組織の細胞分化を制御する転写因子はVNS（VND/NST/SMB）ファ

ミリーとして陸上植物に広く保存されており（Xu et al. 2014），転写因子を利用した通同組織の分

化誘導はシロイヌナズナのみならず幅広い植物で応用できると期待される。 

 

４．今後の展望 
 これまで述べてきたように，この 10 年の間にシロイヌナズナを用いた様々な道管分化誘導系

が発達してきた。材料としては個体や組織，培養細胞といった選択肢があり，誘導法に関しても

植物ホルモンや阻害剤に加え，転写因子の発現を誘導する方法がある。植物ホルモンと阻害剤を

用いて誘導する手法は，既存のマーカーラインや変異系統をそのまま利用することができる強み

がある。一方，転写因子を利用した方法では特定のタイプの木部道管を高頻度で分化させる特異

性に秀でている。材料に培養細胞を用いた実験系は，ハンドリングの速さやイメージング，生理

学的な実験との親和性が高い一方で，安定した培養を維持するには実験者の修練が必要な点，長

期保存の難しさが欠点と言える。実験系の性質を考慮し，状況に適した実験系を導入することが

効果的に成果を得る上で重要であろう。道管分化を研究するためのツールは明らかに充実してき

ており，以前と比較して容易に道管分化の研究に取り組むことができる環境が整いつつある。今

後，これらの実験系のユーザーが増えることにより，その再現性や効率がさらに改善され，道管

分化の研究に一層貢献すると期待される。また，今後は木部道管以外の維管束組織の分化誘導系

や，シロイヌナズナ以外の植物種での分化誘導系など，新しい実験系の開発も望まれる。このよ

うな取り組みにより，道管分化のみならず維管束全体の形成機構やその進化的な側面，さらには

細胞分化という現象の根本的な理解にも繋がると期待される。 
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� ʊŠKǮǣŅFLˉmRNAa±ŭG8?ʆìǯǣKɖȖʡaǚŉ:]4G.ˉʛÈŃKÛ/è

ėaɲP]ȈȘƀǎKªCG8EŉȄ8E)]"ŤòLÖÌXĤňˉȱȼ-[ʱV?Ɨ µg -[
Ɨą µgK total RNAaÏB? RNAr¤�¦��ˆ�©v§�¦��ˇǎJZ\ˉˊ-[ƗÖK

ʛÈŃJC)EʛÈŃǺǫʡKǚŉ.ə`^E)?"=Kũˉ�£�¢©|ʓʤĐůˆPCRˇǎ

KƠďJÉ)ˉ£d¤�f�ŉʡ PCRˆreal time qPCRˇǎ.ʧǺ6^ˉZ\ŬʡK 10 -100 ngȒ
ţK RNA-[FWʛÈŃǺǫʡKǚŉ.ĔɈGI\ˉÀƜFWŢ1ǰ)[^E)]"1990ŠÄ

Jå]Gˉm¢yıǿ¬J DNA ƙǢa˄ŎţJy���8?\ˉıƭ¬Fėż8?\8?�f

o¦d¥fXx©§���.ǻĴ8?"4^[aǰ)]¹JZ\ˉÍĆˉÍ«ÖWKʛÈŃJC

)EʛÈŃǺǫʡaªţJɥƮ:]ˉȷȿǽʛÈŃǺǫɥƮ.ĔɈGIB?"8-8ˉǮǣȔ5

GJ�fo¦d¥fXx©§���aǛÚ8?\ˉƚ8)ŵĳađ\å^EƔŉ8?\:]?V

JLľĿIsy�.--]G)*ʳǞ.(B?"=^Jļ`BEȷȿǽIʛÈŃǺǫɥƮǎG8

EƠď8?K.ˉƿ°Äw©q§u©aǰ)? RNA-Seq̂ RNA-SequencingˇF(]"4KƀǎF

LƗĆ«-[ƗąÝÖWKȆ) DNA ƙǢaªţJɥɱ:]ƿ°Äw©q§u©KǤųaǮ-8

EˉRNAaʣĮJʎʆìĐůJZBEėż6^? DNAƙǢKʝñǈŉaə)ˉʛÈŃ��¤¬
J���6^? DNAƙǢKƗa RNAʡG8EɢȖW]"=K?VˉRNA6+ǛÚF/ˉr�

�Xʆìǣŵĳ6+(^MˉǮǣȔaĢ`;ʛÈŃǺǫɥƮ.ĔɈGIB?"6[Jˉ0.5-1 ng

K total RNA.(^MʐŝK RNA-SeqJZ]ɥƮaə*¹.F/ˉƢʊFL total RNA.`;-
5-100 pg8-ĚS^I) 1ȮɇFK RNA-SeqWə`^]Z*JIB?"ƩȕFL ò̄VJÀX=

KɥƮJƾ1¹KF/I)ƿ°Äw©q§u©JC)EȤĈJɰƞ8ˉȵ)EˉʛÈŃǺǫɥƮ

KƢȰťŹKªCGɦ+] 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮJC)Eˉ=KǁTˉƁɚʧǺˉ=4-[Ū[
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^?ƚ8)ȅɢJC)EʌP]"=KũˉƷǣȮɇJ,2] 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮˉŽ#.əB

E)]ƷǣȮɇK£�¦p¢�§pƽƺKɥƞJę2? 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮJC)EȯÁ8?

)" 
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� ƿ°Äw©q§u©KʧǺL��r��ɧǴ.Ň¶8?ɁŠK 2004ŠJˉ́ ¿Ť\Kr��ɥ
ƮJ 1000«�¤--BE)?sy�a 1000�¤J:]4GaȀǽG8?$Advanced Sequencing 

Technology Awards%̂ʐṞ̏ 1000�¤r���¦p¢� .̌±ŭGIBEƎʔ6^?̂ Schloss 2008  ̄

ņ[ 2010 "̌ȥĪș��r��ȈȘſˆNHGRIˇ²ÌFʧł6^?4K�¦p¢�FLˉǅŠƗ
Ć«�¤Kýżʢ.ƅî6^ˉ4^[KǩŪaV78ˉ�fk¨ĄǹȩˉāŅȩˉŚŅȩKȈȘ

p¤©�KTI[;ˉ�x�©ˉ�§��©aĚV?�fk¨ITÇƹWĎü8ˉƿ°Äw©q§

u©ʧǺJę2?ƻ#IƁɚƏƴ.I6^?"=KżưL 2005ŠJśɼ6^?°ǵòKƿ°Äw
©q§u©F(] 454 GS20̂ ũȴƽȔ GS FLX+̱ ¦w ȍˇ̄ɁŠJǺĻ6^? Solexa/illumina w

©q§u©ˆǫəƽȔ HiSeqˉNextSeqˉMiSeqˍf¤��ȍˇ̄ 2007 ŠJǺĻ6^? SOLiDˆ¢

f��o�¦x©zȍˍǫu©��e�w�©ȍˇ̄ 2010ŠǺĻK Ion Torrent PGMˆ¢f��o
�¦x©zȍˍǫu©��e�w�©ȍˇJǮ-6^E)]"S?ˉƢʊFLˊïŃw©q§u

©G8EˉPacBio RSIIˉSequelˆ�w�e�o�fkufi§yȍˇ̄ MinIONˆk�oy�j©

����d�o�¦x©ȍˇȝKƚ8)ƿ°Äw©q§u©WʧǺ6^ˉ4^[L÷îKƿ°Ä

w©q§u©FLʳ8)Ɨ kb-[ąƗ kbWKʦ)Ķıʝñǈŉ.ĔɈJIB?"44FʌP?

ƿ°Äw©q§u©KʧǺț¸L $̄2ŠFųɈL 2×JI]!2ŠFsy�LćïJI]%G)

* ITƁɚKʔƊ·ǚFȅ[^]��©dKǎõ aʀ+]Ā)Fw©q§yJ--]sy�öǘ
aʖż8?ˆHayden 2014 "̌2014ŠJ HiSeq X Tenˆf¤��ȍˇJZ\$1000�¤r��%K

ʖż.ŋɦ6^ˉ4KŠJL$1000�¤r���¦p¢�%LȰ¶8?.ˉ4K�¦xho�L

ƢWżû8?ƕȠ²œJZ]ʵƚǽIȏŅƁɚʧǺKªCGɦ+]@_*" 
� ƿ°Äw©q§u©FLˉɥƮ6^? DNAƙǢa£©�ˆreadˇGĞNˉ£©�ƗG 1£©�

(?\Fǈŉ6^]ĶıƗˆ£©�ʦˇKȖ.ˊĥK¢§(?\Kîú�©�ˆȸɱTđ\Ķı

Ɨ ǦI]"ǫĬƢWƠď8E)]f¤��ȍKƿ°Äw©q§u©L D̄NAƙǢKǢÙKʝñ
aǈŉ:]w§p¤£©�ˆSRˇFK¢§KĴėˉ£©�ʦ 50 bp -[ 300 bp K DNA ƙǢa

MiSeqF 2500«ÖˉNextSeq500F 4ÝÖˉHiSeq2500F 20ÝÖWĘƟJĶıʝñǈŉ:]Ɉú

aƣ8ˉ4KG/=^>^ƢĿF 7.5 Gbˉ60 Gbˉ500 GbWK�©�aîú:]"ƿ°Äw©q
§u©aÏBEȷȿǽʛÈŃǺǫɥƮaə*Ĵėˉ£�c¥§yGI]r��¨ʛÈŃ��¤a

ɮɶF/^M£©�ʦL 50 bpFWąïFˉ=^Z\Wˊu§�¤(?\H^@2K£©�Ɨa

ôǰF/]-G)*4G.ˉʛÈŃǺǫKŉʡųaƄÓ:]?VJʟɡF(]"ʆìǣKæʹį

al�©:] RNA-SeqJ,)ELˊu§�¤(?\ 2000« - 4000«÷ũK£©�Ɨ.(^Mˉ

ȷȿǽIʛÈŃǺǫɥƮ.ĔɈF(]Gɦ`^E)]ˆSims et al. 2014 "̌S? 1̄ʆìǯǣ-[ 1

ƙǢ@2ađ\î8ʛÈŃǺǫɥƮaə* Digital Gene ExpressionˆDGE; de Klerk et al. 2014ˉ 
Nishiyama et al. 2012 X̌ Cap Analysis of Gene Expression̂ CAGE; Takahashi et al. 2012 J̌,)ELˉ

500«-600«�p÷ũ̂ ˊʆìǣJC)Eˊ£©�@2ɥƮ:]Ĵė £̄©�KÄ`\J�p̂ tagˇ
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GĞM^]ĈÊaÏ*4G.ľ)ˇ.ˉŉʡJŮɡGɦ`^E)]ˆXue et al. 2014 "̌MiSeqˉ

NextSeq500ˉHiSeq2500 KĖw©q§u©Kîú£©�ƗGȷȿǽʛÈŃǺǫɥƮJŮɡI£©

�Ɨaɂ+]G 2̄000«£©�aÏ* RNA-SeqKĴėˉ=^>^ 1 2̄0 1̄00u§�¤ïˉDGE
X CAGEKĴėˉ=^>^ 5ˉ80ˉ400u§�¤ïKɥƮ.Ǭɴ¬ˉˊĥK¢§FĔɈF(]"

4KG/ˉu§�¤5GJw©q§y�©�aƃî8ɥƮ:]?VJLˉf§��oyGĞM^

] 6-[ 8ĶıKʝñau§�¤5GKȀĊG8Eœå:]Ůɡ.(]"f¤��ȍFL 96Ȕʽ
Kf§��oy.ǛÚ6^E,\ˉHiSeq2500 aÏ*Ĵėˉf§��oyKȔʽ.ʁ\I)Z*

Jű`^]. H̄iSeq2500K˄îú�©�FÏǰ6^]�¦©{¤L8¥©§Jăð[^E,\ˉ

=^>^K¥©§Kǧșų.Ó?^E)]"RNA-Seq KĴėˉ1 ¥©§J(?\ 12 u§�¤ˉ
DGEX CAGEKĴėˉ50u§�¤KɥƮaə+]4Gaɂ+^Mf§��oyKȔʽLąïF

(]Gɂ+[^]" 

� RNA-Seq aə*?VJLˉĈʲ8? RNA u§�¤-[ˉ1ˇmRNA KȦɟS?L£�~©�
RNAKʬč 2̄ ŘNAKƙǢāˆˈŮɡG8I)ƀǎW(]ˇ̄ 3 čDNAėż 4̄ˇºƩʤ cDNA

ƨȚKşǜā 5̄ ď���©ʝñKÃü 6̄ ¢̌f�¢£©KĸŞȝ ª̄ʓKÎƹ.ŮɡF(]"

ƿ°Äw©q§u©aƣ:]f¤��ȍałV ľ̄1Kɬɗ�©l©.ƻ#IȔʽK NGŜ ƿ°

Äw©q§w§pˇ¢f�¢£©Îɟn��aɼĻ8E,\ˉɭ8)ŵĳLˉǙʈ[KȸɰaĎ

ɂJ6^?)̂ Ǚʈ[ 2̄014 "̌6[Ju§�¤ɲƘK�fy¤©���ā Ȥ̄ÒāaʔV? Bravo

ˆdx¥§��o�¦x©ȍˇ̄ Sciclone NGŜ �©n§i¤�©ȍˇ̄Biomek Fxp̂ ��o�§ s
©¤�©ȍˇ̄ Neoprepˆf¤��ȍˇȝˉNGS¢f�¢£©Îɟ.ɋÿā6^?ɝȾWɼĻ6^

E)]"S?ˉRNA aǛÚ:^MˉNGS KĒɩɥƮaɳɺ*ÇƹWľƗ(\ˉƿ°Äw©q§

u©aǰ)?ȷȿǽʛÈŃǺǫɥƮJC)ELˉľ1KȈȘɃ.ə+]ǥǌJIBE)]Gɦ+

Z*" 
 

IF�?@D&(<:A0�5��

� 1 ȮɇJ,2]ʛÈŃǺǫɥƮLˉ1990 ŠÄKłVJ DNA r¤�¦��aůǰ8?ŉʡǽI

ɥƮ.ə`^łVˆEberwine et al. 1992ˇ̄ =^Jȵ/ˉRT-PCRaǰ)?ɥƮ.ə`^?ˆSucher 

& Deitcher 1995 "̌6[J 1998ŠJLˉɘâ in situ �f�£�f|©w¡§ˆFISHˇaǰ)?ɥ
ƮJZ\ˉ1ȮɇFKmRNAƗ.ɧǚ6^ˉǫĬWôǰ6^E)]ˆFemino et al. 1998 "̌ȷȿǽ

I 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮLˉŤòˉ�fo¦d¥faǰ)Eə`^E,\ˆKamme et al. 2003ˇ̄

=Kũ 1̄Ȯɇ-[K cDNAėżþǪ.ʾʄǽJƔģ6^?ƛǎ.ĳě6^̂ Kurimoto et al. 2006ˇ̄
4Kƀǎa�©yJ 2009ŠJLƿ°Äw©q§u©aǰ)?ƢòK 1Ȯɇ RNA-Seqǎ.ĳě6

^?ˆTang et al. 2009 "̌4^aǺȚG8EȷȿǽI 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮaôǰ8?ȈȘ.Ųʑ

JŢSB?" 
 

JF�?@D&(<:A0,6�E<�

� 4^SFJ NGS aôǰ8?ƻ#I 1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮK?VKƀǎ.ʧǺ6^E/?.ˉ
=^L 2 CKĿ/IƁɚǽIĢʻǞaãƤ:]4GJǠǞ.,-^E)?ˆKolodziejczyk et al.  

2015 "̌ªCLH*KZ*J 1ȮɇaĈʲ:]-ˉW*ªCLŬʡK RNA-[HKZ*Jŉʡų
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aȶƆ8? cDNAaėż:]-F(]" 

� 1 ȮɇKĈʲƛǎLˉˊˇm¢y����ˉ�fo¦n��¢£©JZ]�fo¦��� ¥

©w¡§ˉˋˇ¥©v©ʼŬʥaǰ)?¥©v©�fo¦�f{ow¡§ˆLMD L̄CMˇǎˉƢ
WŢ1ǰ)[^E)]ƛǎG8Eˉˌˇ{¤}©�©aǰ)EȮɇǤǶǽ�©l©JZ\Ȯɇa

ïđ:]ˆFluorescence-Activated Cell Sorting: FACSˇƛǎ.(]"sy�Xy¤©���ˉɥƮ

ŐɹGI]ȮɇKȔ#KƪÆJZ\ˉÏ)ï2.I6^E)]K.ǫǥF(]"S?ƢʊFLˉ

ˌKƛǎGȱTė`<EˉǊ±FŬŔIǇǝaÎ]i�¤x¡§aǰ)EǕǝˆdropletˇéJ 1

Ȯɇaő9ʉV]ȩXˉ=^[aþǪZ1ə*ŬŔǓʃˆmicrofluidicsˇaǰ)?ȩWʧǺ6^?

ˆStreets et al. 2014 "̌1ȮɇađŪũ Ť̄òL PCR� ©�X 96ȗ�¥©�F cDNAÎɟKÎƹ
aə*?VJ=KĐůǕ.Ɨ µl-[Ɨą µlŮɡF(B?. Ǖ̄ǝXŬŔǓʃaǰ)]4GF 0.1-

Ɨ nlKĐůǕFK cDNAÎɟ.ĔɈGIB?"ƢʊFLˉC1wy��ˆ�£ ©�f�ȍˇG

)*ªţJ 96ÖKȮɇaŬŔǓʃéJ 1Ȯɇ;C�¢��8 c̄DNAėżSFKy���aɋÿ
ā8?ɝȾ.ʧǺ6^ˉȦţK˄) 1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮǰu§�¤KƏÐJɻǨ8E)]

ˆShalek et al. 2014, Trapnell et al. 2014, Treutlein et al. 2014 "̌?@4KŊ˂ȩaǰ)]?VJL Ȱ

ɇ.łV-[ĈȮɇKǥŹFńĬ:]-ˉȱȼéJ(BEWʞȬíǬIHF�¢�¢JĈʲF/

]4GˉǓʃéaȑÿF/]Ŀ/6F(]4G.÷ƏGI]"=K?VÀũLľȔľƻIȮɇ-

[I]ȱȼéJńĬ8ˉ�¢�¢JĈʲF/I)Ȯɇa 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮ:]?VKƁɚʧ

Ǻ.ŮɡF(_*" 
� W*ªCKĢʻǞF(]ŬʡK RNA-[HKZ*JŉʡųaȶƆ8? cDNAađŪ:]-J

C)EWƻ#Iƛǎ.đ\ȱS^E/?ˆKolodziejczyk et al. 2015 "̌1ȮɇJĚS^] total RNA

L 5-100 pgGɢȖW[^E,\ˉ=K*A�£ AKÃ)? mRNAL 1−2˅Gɦ`^E)]"=
KZ*I51ŬʡK RNA -[ƿ°Äw©q§u©aǰ)EǺǫʡKɥƮ:]?VJLˉmRNA

a cDNAJʎʆì8 º̄Ʃʤ DNAJ8?KA ĸ̄Ş:]Ůɡ.(]"ƢWòƥJĳě6^? Tang

[KƛǎFL PCR aǰ)E cDNA ĸŞ.ə`^E)?.ˉĸŞþǪLɎ)WKKˉĸŞƟJ�
¢f�©JZ]�f�¦�o�KǮż.ɿ4\ˉ=^.ƿ°Äw©q§u©JZ]ɥƮJŦʶa

¯+]4G.`-B?"=4F 4̄K�f�¦�o�.Ǯż8I)u�¥�w¡§ PCRaǰ)?

Quartz-Seq.ʧǺ6^?ˆSasagawa et al. 2013 "̌4^[KƛǎL�£ AaÃü:]4GˆpolyA 
tailingˇJZ\ˉĸŞǰd���©ađ\ʉU?VJˉ5’Ù.ƾƑ8? mRNAW cDNAJļƐ6

^ˉ3’ȚJØB? cDNA.Ǯż6^]"=4FˉŇæʦ cDNAaɥƮŐɹJ8?�§�¥©�y

f��§pǎaôǰ8? SMART-Seq̂ Ramsköld et al. 2012 X̌ STRT-Seq̂ Islam et al. 2011, 2012ˇ
.ʧǺ6^?"ªƛF P̄CRFL cDNAKĶıʝñJZBEˉĸŞþǪJØ\.(]4G.Ƈƒ

6^E)??VˆAird et al. 2011ˇ̄ ĶıʝñJÑń8?ĸŞ�fdy.ŕI)Gɂ+[^E)]

in vitroʆìˆIVTˇaǰ)? CEL-Seq̂ Hashimshony et al. 2012ˇXMARS-Seq̂ Jaitin et al. 2014ˇ̄
φ29�£�¢©|aǰ)?Multiple Displacement Amplification̂ MDA ǎ̌̂ Pan et al. 2013ˇ̄Multiple 

Annealing and Looping-Based Amplification CycleˆMALBACˇǎˆChapman et al. 2015ˇaǰ)?

RNA-SeqWĳě6^E)]" 
� ¬ɪK 1Ȯɇ RNA-SeqLĸŞǎaŚŀ:]4GF=^JZBEǮ9] cDNA ĸŞ�fdya

ǘŕ6<]4GaǦB?WKF(]. 2̄012Šˉƿ°Äw©q§u©KǤųGŵĳíǬƁɚaˀ
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Ï8E cDNAĸŞ�fdyaǘŕ6<]ƀǎ.ĳě6^?ˆKivioja et al. 2012 "̌S;òVJʎʆ

ìƟJ¢§��IĶıʝñˆUnique Molecular Identifier: UMIˇa cDNAƨȚJÃü8ˉcDNAa

ĸŞ:]"=Kũˉƿ°Äw©q§u©F cDNAʝñJü+E UMIʝñaǈŉ8ˉĘ9 UMIʝ
ñaWB?Ę9 cDNA ʝñLªCG8EƗ+]"AITJ 10 Ķı-[I] UMIʝñL 4 K 10

´ˆ410ˇȔʽˉ:I`A 100«ȔʽÅ¬(]4GJI]"1ȮɇJ,2]mRNAKƗ.Ɨ«ïŃ

-[ 100«ïŃȒţGɂ+]GˉǬɴ¬ˉ(]ʛÈŃ-[ʆì6^?óK mRNAJĘ9 UMIʝ
ñ.œå6^]ȊǪLQRǾǟF(]4G-[ˉǶI] UMI aƆC£©�Lós�©K mRNA

ǲƫGTI:4G.F/ ŪMI.ÍȔʽ(]-Ɨ+]4GJZBE m̄RNAKs�©Ɨ :̄I`

AʛÈŃǺǫʡaǀȊJƗ+]4G.F/]"4K UMIaœå:]4GF 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮ
J,2]ƁɚǽI�fz.ɕ81Ëǘ8?"6[J cDNA ĸŞK÷J UMI aœå:]4G6+

F/^Mˉƻ#I 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮǎJ,)Eůǰ.ĔɈF(]4G-[ˉ¬ɪFȯÁ8?

UMI.Ƌǰ6^E)]MARS-SeqÅĽJW S̄TRT-Seq̂ Islam et al. 2014ˇ̄CEL-Seq̂ Grün et al. 2014ˇ
J,)Eƚ?J UMIaƋǰ8?ƀǎ.ĳě6^E)]" 

� HKƀǎJWªʦªȆ.(\ˉ1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮFÍ.ȅ\?)-ˉɥƮ8?)ȈȘFô

ǰĔɈ-G)*4GaZ1Ƹɨ8E-[Ŋə:]4G.ʟɡF(]"6[J¬ʌKgh��IŊ

˂ȩJü+EˉđŪ8? NGS �©�KĠɾȢǬˆquality control: QCˇ̄ ƁɚǲƫKM[C/

ˆtechnical noiseˇKʬč¨ɞǀˉʛÈŃǺǫʡJıD)?ľļʡɥƮǎIH�¢fIŊ˂ȩKƸ

ɨWʟɡF(]"4^SFJªɍǽI RNA-Seq Fôǰ6^E)]ƻ#I�¦p¢�X R aôǰ
8?��q©xȝFŐůF/]WKJü+Eˉ1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮJǤā8?ɧȡƛǎWĳě

6^E,\ˉÀũWƚ8)ȅɢaÉ*ƻ#IɥƮƀǎ.ʧǺ6^]F(_*ˆStegle et al. 2015 "̌ 
 
 

KF�?@D&(<:A0����
��	��

� 1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮFƥŨ6^]4GKªCJȮɇȔKïʽˉ=^[KȀĊGI]�©l©
ʛÈŃKĘŉ.ƈ3[^]"ǮÌéJ,2]ȱȼXĤňJ,)ELˉƻ#IȔʽKȮɇ.ĚS^

E,\ˉ=^>^KŧøJů9?ǤǶǽIʛÈŃǺǫaȌ8E)]Gɂ+[^]"ŜŕIȮɇK

Ĵėˉ=^ɋʅaʱV]4G.ĨʳF(]Ĵė.ľ)?Vˉ�©l©ʛÈŃKĘŉWʳ8)"=

4FŜŕȮɇaĚUȮɇʱħ-[ÍǼˉÍĆÖWKȮɇa¢§��JƋđ8ˉ=^>^JC)E

1 ȮɇʛÈŃǺǫɥƮaə)ˉ=KʛÈŃǺǫ�©�aßJȮɇʱħaïǴ8ˉŜŕȮɇ.ĚS

^]¼ʱħˆsubpopulationˇaǤŉ:]ƀǎ.ʧǺ6^?ˆGrün et al. 2015, Buettner et al. 2015ˇ4
^[JZ\ �̄ŜŕȮɇKĈʲ.á-ˉ�©l©KĘŉ.á- G)*ĢʻLãƤ6^ 1̄Ȯɇʛ

ÈŃǺǫɥƮaßJƻ#IȔʽKȮɇˉȮɇǤǶǽ�©l©ʛÈŃKĘŉ.ʔU4G.ƥŨ6^

]" 
� ǫǥFL 1ȮɇJC/ˉ(]ǥǌ­J,2]ˊǞKʛÈŃǺǫ�¦�cf¤ađŪ:]4G8

-F/I).ˉľƗK 1ȮɇaƟȩñJıD)Eu§�£§p:]4GFˉĖȮɇKȮɇïāX

ȮɇůȟKʕȒaƎŉ:]4G.F/]Z*JIB?"ĒȦċ-[ƵǥɆKɆǺǮˆDeng et al, 
2014ˇX˃ƲȞïāɯœKʕȒˆTrapnell et al. 2014ˇJ,)ELˉȮɇKʙȑǥŹ.ǄʮǽJʔ

ə:]4GXˉǶI]ǺǮʕȒJʔUȮɇKńĬ.ĳě6^E)]"ǸČÌǲƫKi§��nw
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§íǬJZ\ɯœ6^]äǷůȟJ,)EL ò̄ƥJL51ªʜKƝǺųȮɇ.ůȟ8 =̄Kũˉ

=^[KȮɇJZ]ïǍųwp�¤aÁ8EæäǷȮɇOůȟĐů.Ţ.]4G.Ȍ6^?

ˆShalek et al. 2014 "̌Àũ4^[KZ*JˉƟȩñJıD)?ȮɇʱħJ,2] 1ȮɇʛÈŃǺ
ǫɥƮGw� ¥©w¡§IHKɧȡȏŅaˀÏ:]4GJZBEˉ4^SFy���w¡��

F8-ɤŏ.F/I-B?ȴƟǽIǮğǫɹKǓ^.ƞ[-J6^]Gɂ+[^]" 

� 1Ȯɇ RNA-SeqFLÖ#KȮɇKʛÈŃǺǫʡKTI[;ˉɦ ħéJ,2]=^[KM[C/

ˆvarianceˇaɧǚ:]4GFˉʛÈŃǺǫK®ĭªųˆheterogeneityˇXˉY[0ˆfluctuationˇ

G)B?Ǯğǫɹ.ƞ[-JIBE/?"4^[LáJʌP?ʱħéJ,2]ǶI]ȮɇȔKǗ

Ĭ@2FI1ˉÖ#KȮɇJ,2] RNA KʆìʑţˉȮɇĜƥˉu©l�ed§£z�ȝJǲ
ƫ:]ǮğǑÿKM[C/ˆbiological noiseˇ.ČĦGɂ+[^]ˆKolodziejczyk et al. 2015 "̌À

ũL4^[JZ]ʛÈŃǺǫK®ĭªųaɂź:]4GFˉZ\˄)ȦţFʛÈŃǺǫɥƮaə

*4G.ĔɈGI\ 4̄^SFȅ[^E)I-B?Ǯğǫɹ.ɥƞ6^E)14G.ƥŨ6^]" 
 

LF17=>�����?@D&(<:A0 
� ƷǣJ,)EW 1Ȯɇ¥�¤KʛÈŃǺǫɥƮ.ĳě6^E)]"4^SFJˉ�fo¦n�
�¢£©FȮɇǕaƃî8ʛÈŃǺǫɥƮaəB?ĳě.(]ˆBrandt et al. 1999 "̌S?Ƣʊˉ

�¦��¢y�J8?w¦f��z�KƱKȮɇaǤŉKȮɇ�©l©aǰ)E{¤}©�©F

Ĉʲ8 1̄ȮɇʛÈŃǺǫɥƮaəB?ȈȘ.ĳě6^?̂ Efroni et al. 2015 "̌8-8ƷǣKĴėˉ
1ˇȮɇĹJZ\Âð[^?Ȯɇa�¢�¢J:]4G.ĨʳIĴė.(]4Gˉ2ˇȮɇĹXľ

ȧʽˉºƿÄɵǣIH RNAKĈʲJʪŌǽJÎǰ:]ǣɾ.ľ1ńĬ:]4Gˉ3ˇȮɇéJ(

]Ŀ/IǕɇJɖȖ6^? RNase JZ] RNA Kïɥ.ŻŰ6^]4GIHˆWilkins & Smart 
1996ˇ̄ÿǣȮɇJǆPE 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮaə*?VK�©�¤L˄)Gɂ+[^ 4̄^[

aãƤ8?ɥƮǎKʧǺ.ÀũŮɡF(]" 
 

MF17?@�� ���!�32�A.�'���?@D&(<:A0 
� ʠɓXƼƦˉǮɏIHKƳİƷǣLˉȔŃFĸX:Ä`\JƉ8ƦˉɔƉ8XȔf�IHˉƷ

ǣÌKªʜað\î8ˉ=^aɅE]4GFS?ßKƷǣÌaǮTî:4G.F/]"1950ŠÄ
JLŔ6I�§x§K-2[-[ 1̄970ŠÄJL?B? 1Ȯɇ-[ŇæIƷǣÌaëǮF/]4

G.ĳě6^E,\ Ʒ̄ǣȮɇKƆCïāæɈų̂ totipotency ǎƞ[-J:]ľ1KȈȘ.ə`

^E/?ˆSugiyama 2015 "̌ɛŃƷǣKĴėˉïā8?ɔɄȮɇIH-[ëǮ:]G/ˉȮɇK
ɉïāGĞM^]ʕȒaȲEl¤yˆȮɇĵˇaťż:]"4KʕȒJ,)ELˉÌȮɇ.šȮ

ɇJļā:]ǫɹˉ£�¦p¢�§pˆšȮɇāˇ.,4BE)]Gɂ+[^]"4Kũˉ¢§

��JïɜaȽ\ʋ8?l¤yéKªʜKȮɇ.ëïā8ˉɑʷXƱIHKĤňťżaə*.ˉ

HKȮɇ.)C£�¦p¢�§p8Eëïā:]-aǤŉ:]4GLĨʳF(]"=4FŽ#Lˉ

sqƷǣF(]���£m�tqaǰ)EƷǣȮɇK£�¦p¢�§pƽƺKɥƞaȀƇ8?Ȉ

ȘaəBE)]"���£m�tqLƢòJʭ¬Jʔî8?Ʒǣ-[ƢWòƥJïŘ8?ıʜʭ

¬ƷǣKªȔFˉr��aĚV?ʛÈŃŵĳ.çʧ6^E,\ˉw¦f��z�Xf�ȝKɛŃ

ƷǣGǆʇ8EťŹťżJʩ`]ʛÈŃK 84˅.Óń6^E)]4G.ƞ[-GIBE)]
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ˆRensing et al. 2008ˉBanks et al. 2011 "̌S?ˉȂĘȱƐ+aôǰ8?ʛÈŃ�©r�e§pWĔ

ɈF(\ ɯ̄œǽʛÈŃǺǫȩIHïŃǮǣŅaôǰ8?ɥƮƀǎ.àŊ8E)]̂ Quatrano et al. 

2007ˉKubo et al. 2013 "̌6[JˉɛŃƷǣJǆPEťŹ.w§�¤Iƺʒa8E,\ˉɑɔÌJ
,2]ɔLªŖKȮɇŖ-[I]"Ɍĝǖ)4GJˉ���£m�tqKɑɔÌ-[ɔað\î

:Gˉðƙ8?ð\ēJʴ8?ɔȮɇˆÌȮɇˇ.ȮɇïɜaȲEˉČȨÌʷȚȮɇˆšȮɇˇ̄

ČȨÌƿʷȚȮɇˆÌȮɇˇJĘɲǽJļā:]ˆIshikawa et al. 2011ˉȇř 2015 "̌4KʕȒL
1 Ȯɇ¥�¤FæEKȮɇJC)Eʍʂ:]4G.F/ˉ-Cu§�£§pIHKƓÎ.ʘƟĔ

ɈF(]"4^SFJ 4̄KŊ˂ȩaǰ)E���£m�tqðƙɔaȴƟǽJu§�£§p8ˉ

ƿ°Äw©q§u©JZ]ȷȿǽʛÈŃǺǫɥƮ.ə`^?ˆNishiyama et al. 2012 "̌=Kȳưˉ
Ȫ 4000ÖKʛÈŃ.ðƙũ-[ 24ƟʨȀSFJƣŶJļÿ8E)]4G.ï-B?"8-8ˉ

ǰ)?ðƙɔJL£�¦p¢�§p:]ȮɇG8I)Ȯɇ.ǗĬ8E)]?VˉŪ[^?ʛÈŃ

Ǻǫ�¦�cf¤L=^[KȖȡGI\ H̄KȮɇǲƫF(]-aǤŉ:]4GLĨʳF(B?" 
� =4FŽ#Lˉ���£m�tqðƙɔ-[£�¦p¢�§p:]ȮɇG8I)ȮɇaÖóJ

u§�£§p8ˉ1 Ȯɇ¥�¤FKʛÈŃǺǫ�¦�cf¤ađŪ:]ƛǎKʧǺJđ\ȱbF

/?ˆĩˊ "̌1ȮɇađŪ:]ƛǎLˉ�fo¦n��¢£©FȮɇǕaȁƍƃî:]ƛǎaʚ
Ƃ8?"4^Lˉ���£m�tqKɔȮɇLʞȬíǬȝFȮɇa�¢�¢J:]4G.ǫƟǞ

FĨʳF(]4GˉȮɇʨKȂ»Îǰ.šȮɇāJŦʶa¯+E)]-H*-aƸɫ:]?VJ

ȮɇKÊȾŵĳKđŪ.ʟɡF(]4G.ǬǲJ(3[^]"ƿJˉƃîȮɇǕ-[K cDNAɲ
ƘǎaƸɨ8?ȳư ŪMIaœå8? polyA tailingaǰ)? NGS¢f�¢£©Îɟǎ.ʘ8E)

]4G.ï-B?ˆĩˊ; Kubo et al. in preparation "̌Àũ4KƀǎJZ\ˉȴƟǽJ���£m�

tqðƙɔJ,2]ɔȮɇJC)E 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮaə)ˉ£�¦p¢�§pʩʓĦŃK
ĘŉGˉ£�¦p¢�§pʕȒJ,2]ʯƍ:]ȮɇʨȂ»ÎǰKƣǟJC)Eƞ[-J8E)

1·ŉF(]" 
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JˋCKǮÌŵĳađ\ʉb@ɥƮǎ.ŢS]Gɂ+[^]"ªCL¬ɪFʌP?Z*JˉȮɇ

KÊȾŵĳaüĝ8? 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮF(]̂ Crosetto et al. 2015 "̌ǫǥFLɥÜţ Ÿ̄ţˉ

ɥƮʛÈŃƗIHFĢʻL(]. in situFK RNA-SeqǎˆLee et al. 2014ˇXˉâǑųā polyAk

£taȱȼéKȮɇJœå8 ¥̄©v©aǡŒ8?Ȯɇ-[KT polyAk£tGȳė8?mRNA
aĈʲ:]4GFÊȾŵĳaƆB? RNA-Seqaə*ƛǎ̂ TIVA; Lovatt et al. 2014 .̌ĳě6^E

)]"ȮɇKÊȾŵĳG 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮKȳư-[ˉʯƍ:]ȮɇJ,)EʛÈŃǺǫʡ

KȂʩaɧǚ:]4GJZ\ˉȮɇʨȂ»ÎǰKŵĳ.Ū[^]Gɂ+[^ˉľȮɇÌJ,2]

˄ƿIȱȼƺȣKǬɥ.ʔUGɂ+[^]" 

� W*ªCLóKȷȿǽɥƮˆk�oyˇaȱTė`<? 1ȮɇʛÈŃǺǫɥƮF(]"m§Ȯ

ɇFL DNA ʝñKļā8?Ȯɇ.ǗĬ8E)]4G.ȅ[^E,\ˉ1 ȮɇJ,)E DNA G
RNAaĘƟJɲP]4GFˉm§ȮɇKȩɷˉĸǃǪˉŴųţIHľʴǽIųɾaǤŉ:]4G
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E)]ˆTerada et al. in preparation "̌ÀũLˉ4KƁɚaǮ-8ƻ#IƷǣJ,)EȮɇïāˉǭ
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