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植物の組織諮養におけるシユー卜形成の分子機構

板野弘美
中古都大学応同生物学識車境生物科学科

要旨

組織地盤による器官再生の研究は1950年代からの長い隠史を持つが その分子槻構については

ほとんどわかっていない 近年 分子生物学のめざましい発達により その分子機構を解明する

手がかりが見つかり始めてきている lつはシュート形成に中心的な役割lを果たす植物ホルモン

であるサイトカイニンのシグナル伝述機構の解191である それにより サイトカイニンのシグナ

ル伝達はヒスチジン アスパラギン般リン椴リレーにより伝達されると考えられるようになった

また ンュー卜形成の開始の制御に聞係する遺伝fESRIがいl定されている ESRIは転写制御因

子をコ ドしており!下流の遺伝子の転写制御によりンュ 卜形成の開始を制調していると考え

られる これらの研究成果により 。今!&.ンュー卜再生の分下機械が明らかになっていくものと

期待される

キーワード His-Aspリン椴リレー 器官再生 サイトカイニン ンュート形成

はじめに

組織泊費による器官再生は植物の発『 分化の

分子機構を解明するためのモデル実験呆となり

問える 1950年代に Skoogと MiIlerが植物ホ

ルモンであるオ キンンとサイトカイ ニンのパ

ランスが語官再生を支配している (Skoogand 

Mi1Ier， 1957)ことを見いだして以来 多くの研

究者がさまざな植物同の組織地葺系において器

官再生の生埋学的な師究を行ってきたが その

分子機摘についてはほとんどわかっていない

ここでは 近年 ンュー卜(植物の革と葉は共

通の分裂組織から生じることから 韮と聾をま

とめてンュ トと呼ぷ)形成の分子機構につい

て。過伝学的あるいほ分子生物学的な研究から

明らかにされつつある知見について紹介する

1 組織培曹における揖官形成

組織培聾における器官形成は柏物ホルモンで

あるオーキンンとサイトカイニンの濃度比に依

存している(Reinertand Bajaj， 1977) すなわち

オ キシ ンのi慣肢がサイトカイニンの澗直に対

して高いと i 細胞は恨に分化し。逆にサイトカ

イニンの濃度が7，'Sl‘とンュー iに分化する '1' 

聞の濃度比では 未分化な細胞塊であるカルス

を形成する 細胞のとれらのホルモンに対する

反応性は培費中に変化するが?この事は?組織

地茸における器官形成は細胞の状態が変化す

る多段階のステップにより起こることを示Lて

L、る

Christiansonらは，ヒルガオのシュ ト形成

において!オーキシンとサイトカイニンに対す

る細胞の反応性が変化するタイミングを詳細に

調べた (Christiansonand Warnick， 1983， 

Christianson and 、iVarnick、1984.Christianson 
and Warnick， 1985) その結県 ンュート形成

は3つのステ yプから成り立っていることを見

いだLた 第Iステヅプでは細胞は脱分化し

措百円分化能穫得する 第2ステップではシュ

ー卜形成の開始が決定され。第3ステップでン

ュー 卜の形態形成が起こる これらのステップ

ではそれぞれ異なるホルモンバランスを持つ府

地が盟求される 般に!第 lステップはカル

ス誘導培地 kallusinducing medium; CIM)で

培聾することによ句誘導される (Hicks.1994， 

Sugiyama， 1999) 第2ステ ップはシュ ト誘導

地地 (shootinducing mcdium; SIM)で誘導され
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る ここで棋鶴導崎地 (rootinducing medium; 

RlM)で地聾すると恨の形成が起こる 第2ス

テソプでシュート形成の開始が決定されると!

その惜のンュー ト形成はオーキシンやサイトカ

イニンを要求し主いし 組物細胞の生存自体に

影響を与えない範囲で!それらのホルモンの影

響を受けない.

2 サイトカイニンのシデナル伝達機構

シュートA手成にはサイトカイ ニンが中心的な
役割を#!たすが近年サイトカイニンの細胞

内シグナル伝達機構が明らかになってきた ン

ロイヌナズナ CREl/AHK4パYOLは様々な生物
輸で知られているヒスチジンーアスパラギン般

リン椴リレー(節1図)のセンサータンパクで

あるヒスチ ジン キナ ゼをコ ー ドしている

(Inoue et al.. 2001， Mahonen et al.. 2000， 

Ueguchi et al.. 2叩l) ヒスチジンーアスパラギ

ノ酸リン般リレーとは ヒスチジン基からアス

パラギン厳正のリノ酷転移のリレ により行わ

れる ングナル伝達晶で!パクテリアから酵母。

高等植物に至るまで 憾々な生物舶に存在する

ことが知られている CREl/AHK4/WOL遺伝

子に変興を持つ植物体はサイト カイニン非感受

性になることがわかった Onoueet al.. 2001， 

Ueguchi et al.， 2001) 実際 酔母 で

CRE1/AHK4/WOLを発現させた実験から

CREI/AHK4ハNOL産物はサイトカイニンを認

シグナル分子 ヒスチジンキナーゼ

O →工コ二コ
TCAT: 

議し 細胞内にシグナルをr"えるレセプターで
あるこ とが市されたー γ ロイヌナズナARRI，

ARR2， ARRIOはレスポンスレギュレ タで，

DNA結合軍l岐を持っている サイトカイニン

シグナノレはニオLらGワレスポンスレギュレータを

活性化し 活性化されたレスポンス レギュレー

タがサイトカイニン応答遺伝子併の転写を活

性化すると15'えられる(Hwangand Sheen. 2凹 1，

Sakai et a1.. 2佃1)，AHPI， AHP2， AHP3はヒス
チジン リン般トランスミッター悌タ ンパク賀

であるが!サイ トカイ ニンの副'Ii般により，細胞

質から般に移行するこ とが吊さ れてい る

(Hwang and Sheen. 2001. Suzuki et al.. 2000 

Suzuki el al.. 2曲1)おそらくはこれらのヒス

チジン リン階トランスミッターが I 細胞膜上

の CREIによりt思議されたサイトカイニンング

ナルを畳け取り 舷内の ARRI，ARR2， ARRIO 

にングナルを伝え これらの転手制闘因←Fが日

終的に下流遺伝子の転写を活性化するのであろ

う{第2悶) このように。サイトカイニンングナ

ルはヒスチジンーアスパラギン椴リン酸リレー

により細胞内で伝遣されていると 与えられる

3 シュート再生に究損がある実然霊異株

Yasutaniらは ンロイヌナズナの組織培茸に

おいて! ンュート再生にxlJlがある揃度感受性
突然聖典株.srdl. srd2. srd3を同定した

(Yasu阻niel al.， 1994) その櫨の解析により。

『ヨJJF→丸
H i s '<('-"'"ノ Hisイム ↓ 
ピコ→己ゴ
1I11ll1 ヒスチジン アスパラギン惜リン惜リレ の様式図
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サイトカイ ニンングナル伝遣の棋式図

強制発現によりシュート形成を麟導する遺

伝子 ESR1

一般に 組織精霊におけるシュ ト形成は培

地中にサイト カイ ニンを絶対的に嬰求L サイ

!カイニン なしではシュ ート 形成は起こ らな

い このことを利川 して Bannoらは強制発現

によりサイトカ イニンなしでンュー ト形成を話

線させる遺伝子 ，ESRlをl司1iZした(Bannoet 
al.. 2曲 1)，cDNA発JJlベクターにシュー ト形成

過殿町ンロイヌナズナ刷織から調整したmRNA

1J:1来の cDNAを組み込み アグロパクテリウ

ムを介 して ，CIM で肱日|川崎躍したンロ イヌ

ナズナの地盤棋に形質転換 した.その培量制を

サイトカイニンを古まない崎地で崎葺Lたとこ

ろ 2週1111桂に濃緑色のカルスが形成された

4 

!l!2図

ンュー ト再生においてそれらの原国遺伝子が機

能する タイミングがゆlらかとなった (Ozawaet 

.1.. 1998). SRD1は緑色カルスからシュー卜形

成が起こる段階で必卸とされ ンュ トの形態

形成に機能していると 考えられる SRD2の拠

能はI'i分化能の借倒に必曹とされると同時に i

シュート円形態形成にも型車される S四 3は

円分化{産を纏得 した植に必~で シュ ト形成

町l刷会fiに関与していると考えられている これ
らの結県は 組織用揮における生用学的な桝析

により何られていた ンュー ト形成は他段階の

生国反応により起こるという知見を遺伝学的に

説付けた さらなる分子生物学的な解析を行う

ためには.これらの証拠の似凶遺伝子のクロー

ニングが待たれる

市別加。
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ESRIの強制茸J)!のシュート形成幼帯に対する効!I!第3図
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この濃緑色カルスから cDNAをl叶収し，その

cDNA の 山 来とな った 遺伝了A を ESRl

(Enhancer 01品岬tRegeneration 1)と名付けた

この濃緑色カルスは正常なンュート を形成しな

いが，ESRlを尭現誘場ベクタ に組み込み

CIMで処思した培J長般にアグロパクテリウム

を介して形質転挟L，一過的に ESRlの克明を
説噂するとサイ トカイ ニンなしでも正常なシュ

ートを形成した(軍3図) さらに サイトカイ

ニン存在 Fで ESRlを一過的に強制尭現させる

と1Il現在誘導しないi組合と比較して ンュー !

形成効率を約6情に上日させた ESRlの強制

尭JJIのシュート形成効唯に対する効果は サイ

トカ イニンJI存在 ドに比べて サイトカイ ニン

存在 Fの方がはるかに強く?サイトカイニンと

ESRJの強制1Il現は。 ンュー ト形成に対して刷

乗的に聞いているようだ ESRlの強制尭JJIの

効期は.ンュート形成に特異的であり カルス

形成や般形成には能響を与えない これらのこ

とから ESRJの機能はンュ ト形成の制御に

関わっていると推定された.

5 ESRlのシュート形成における機能

ESRJのンュー卜形成の過料における発現パ

ターンをj醐べたところ ESRlはCIMからSIM

に持した直植に一過的に克現し その尭現は3

fJ!主には見られなくなった(首14図)韮取分裂

A 3 5 1 10 15 

ESRI 

STM 

255 rRNA 

B • 2・6 12 2" 柑 n '2'α刷
E担?

2目前NA

帆}ンュート形成過胞の制l細から全RNAを抽出し
相唱Aプロッティ ングを仔った 1:0):虫学は CIM 
からSIMに修した後の11放を示している ESRI 
STM，25SrRNAはそれぞれのプロープを，がしている

(8) AのJY納会タイムコース l の敬子l;tCIMからSIMに
似した後の叫11¥1を，Jiしている CIM I:tCIMから新しい
CIMに降した24'.w可険の発現パタ ンを 'I~している

観4図 シュ ト影後の過程におけるESRlの売制
，.ターン

組織形戒に必要なSTM遺伝-f (Endrizzi et al.， 

1996)の克引が舵泌されるのが 101I目以降で

あることを考えると ESRlの弼現はンュー卜

の形態形成が起とる以前であると 身えられる

さらに ESRJのSIM処理による克現誘導は

CIMで前処mされていることが必要である
すなわち ESRJの尭JJI誘導は同分化f患を拘得

したl主でないと起こらないことがわかった ま

た SIMでの晴曹による ESRJの完現議導は

SIMに合まれるサイトカイニンによって引き

起こさ れることがI~ I らかにされた

ESRlを定常的に強制毘却させると 正常なシ

ュー トを形成できず i!l緑色町小定*の塊とな

る また ，ESRlを定常的に強制発現させる形

質転検体を作製したとニろ 地 lf事は浪締色町
カルスを形成し 正常なJi!iや革を11，らなかった

このニとは ESRJの定常的な時取はシュー!

の形態形j正を強くm却することを示している
ESRJのシュート形11(に対する効媒とESRJの

尭JJIパターン さらに ESRJがンュ ト円形

態形成には必盟とされないことを 与え合わせる

と ESRJの作用点は 細胞が再分化能を雛併

した後であり。ンュー !の形態府1且の前である

すなわち ESRJ はンュー ト形成の開始に側係

していると考えられる(第5図).ESRJの売現

がサイトカイニンによって誘噂されることを与

えると ESRJはサイトカイ ニンシグナル伝i量

点の F流で槻能していると考えられる しかし

サイトカイニン非存在ドでは ESRJを強制1Il

JJIさせても ンュ ト形成効輩はサイトカイニ

ン存在!と比べてはるかに低t、したがって
サイトカイニンシグナルの下流で ESRJ以外の

悶子也必盟とさ れるようである ESRlは

AP2/EREBPドメイン (Riechmannand 

Meyero同 tz，1998)を持つの転写制御因子をコ

ードしており(節6図) ド流の遺伝イ戸の転写制

御によりシュート形成の附始を指令すると拙返

される ESRJはサイトカイニンにより尭JJIが

間持されるが その尭JJla量浦町ピークはサイト
カイニン刺激を与えてから24時聞から48時1111と

避〈 サイトカイ ニンングナルの i止 r~遺品の

転写制御倒 fARRl， ARR2， ARRI0のIU般のタ

ーゲットであるとは考えにくい また ESRJ 

の強制尭呪とサイトカイニンのシュー ト形成に

対する効果は相乗的で ヒスチジン アスパラ
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CIMでの格養

他の因子の亮現鴎"

あるいは活性化

SIMでの培養

(サイトカイニンシグナル)

ンュ ト酔成

(陪噛形成)

第5図 ンュート形成機機的様式図

i¥ MEKALRNFTESTHSPDPNPLTKFFTEPTASPVSRNRKLSSKDτ'TVTIAGA 50 
GSSTTRYRGVRRRPWGRYAAEIRDPMSKERRWLGTFDTAEOAACAYDSAA 100 

RAF旦旦且基且旦TNFTYPTAVIMPEPRFSFSNKKSSPSARCPLPSLPLDSSTQ150 
NFYGAPAAQRIYNTQSIFLRDASCSSRKTTPYNNSFNGSSSSYSASKTAC 200 
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山 ESRl タンパク視の全アミノ俄般配列 おの数字はアミノ俄 lfr~ ，~t- ' I、して t 、る AP/E阻ßI'ドメイ ンはド線で示 ~n
ている
(B) ESRJ と他のAP/EREBPタン，，ク買のアミノ般配タIの比較同ーのアミノ織はIA¥のボックスで同まれている 左の敏
7il.アミノ般需げを示す

116図 ESRlと抽町AP2/EREsPタンパク置のアミノ惟配タlの比較

ギン般リン俄リレーによるングナル伝達から I

シュー ト形成の開始の決定に至るまでには高止

の被憾なソグナル伝遣のネットワークが存在し

ているようだ

まとめ

刷糊塙曹におけるシュート形成は長年にわた

る研究から生.f!p，学的な知見は事〈帯慨されてい

たが i その分子側榊についてはプラックポヌク

スとなっていた サイトカイニンングナル伝連

樋酬に関するめざましL、研究成果は サイトカ

イニンングナルの結県としておこるシュー卜形

成の制御槻榊の附究にも大きな品展をもたらす

とであろう ESRJ遺伝-(-の機能解析の結*は

これまでヨ迎学的な研究から得られていた ン

ュー 卜形成町過牒は3つのステ ップからなると
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いう仮説を分子生物学的に裏付けた 今怯は!

ESRlの発現誘噂慨構や転写制御因子としての

ESRlのタ ゲソト遺伝子を検察することによ

りi サイトカイニンングナルからンュート形成

に至る分子機構が明らかになると期待される

組織培聾によるシュ ト形成はほとんどの植物

から形質転棋を得る際の第Iステップであるが

再生効率の低さから形質転換体を得られない植

物極も少なくない νュー卜形成田分子傾構の

解明は ンュート形成効車を上げる手がかりを

得ることになると期待され!基礎生物学だけで

なく，応問I酎でも重型である
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