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要旨 

陸上植物は非常に高い再生能を備え、被食や物理的な損傷によって組織を欠損した後に

新たに組織や器官を再形成することができる。維管束植物のシュートや根の再生には主要

な植物ホルモンの一つオーキシンが重要な機能をもつことが古くから知られている。 

コケ植物もまた非常に高い再生能をもつ。コケ植物の再生は、頂端メリステムを含む頂端

部を切除することによって誘導される。頂端側断片の切断面に再生芽は形成されない。また、

基部側断片にオーキシンを添加すると再生芽の形成が抑制される。これらのことから、コケ

植物の再生はオーキシンによる頂芽優勢機構の一形態であると考えられてきた。しかしな

がら、その詳細な分子機構は未だ不明である。そこで本研究では、苔類ゼニゴケ Marchantia 

polymorpha を用いて葉状体再生過程の詳細な分子機構の解明を目指した。 

まず、オーキシンの添加によって再生過程の細胞周期再開が阻害されることを明らかに

した。また、ゼニゴケに 1 分子種存在する転写活性化型の AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) 

転写因子 MpARF1 の機能欠損株の再生はオーキシン存在下においても抑制されないことか

ら、オーキシン添加による再生抑制はオーキシン信号伝達経路を介することがわかった。 

ゼニゴケ葉状体切断後の内生ホルモンの定量を経時的に行ったところ、頂端部を切除し

た基部側断片の切断面領域では内生オーキシン量が一過的に大きく減少することを明らか

にした。一方で、頂端側断片の切断面領域では内生オーキシン量は緩やかに減少するものの、

その程度は基部側と比較して小さかった。これらの結果から、ゼニゴケの葉状体再生におい

て、内生オーキシン量の一過的な減少が再生を引き起こすことが示唆された。 

次に、葉状体切断後の経時的なトランスクリプトーム解析により再生関連遺伝子の探索

を行ったところ、基部側断片特異的に発現が上昇し、またオーキシン添加によって発現誘導

が抑制される 29 遺伝子を同定した。その中には転写因子が 1 遺伝子のみ含まれており、そ

れはAPETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR ファミリーに属する MpERF20 であった。

MpERF20 は基部側断片特異的に発現が誘導され、オーキシンの添加によって誘導が抑制さ

れた。反対に、無傷の葉状体にオーキシン生合成阻害剤を処理し内生オーキシン量を低下さ

せるとMpERF20の発現が上昇することがわかった。このことから、MpERF20を LOW-AUXIN 

RESPONSIVE (MpLAXR)と再命名した。 

MpLAXR の機能欠損株を作出し再生実験を行ったところ、オーキシン添加によって生じ

る再生阻害と同様の細胞周期進行の遅延が生じることがわかった。また、-エストラジオー

ル依存的に MpLAXR を誘導過剰発現する proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株を作出し、一過的に発

現誘導したのちに、オーキシン含有培地で再生実験を行った。その結果、オーキシン存在下

においても再生芽が形成され、MpLAXR の一過的な過剰発現はオーキシン添加による再生

芽形成抑制効果を無効化できることが明らかになった。 

さらに、proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株の無性芽を切断することなく-エストラジオールと

ともに培養し MpLAXR を誘導的に過剰発現させると、メリステム領域だけでなく通常は細
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胞分裂をしない領域においても細胞分裂を引き起こし、未分化な細胞塊が生じた。MpLAXR

過剰発現誘導を止めると新たな葉状体が発生したことから、この細胞塊は幹細胞形成能を

もつ細胞からなることが明らかとなった。これらの結果から、MpLAXR は再生過程において

細胞リプログラミング因子として機能することが示唆された。 

本研究において、ゼニゴケ葉状体切断後にオーキシン濃度が一時的に減少し細胞リプロ

グラミング因子 MpLAXR の発現を誘導することを明らかにした。MpLAXR と同じ AP2/ERF

ファミリーのクラス VIIIb に属するシロイヌナズナ ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 

1/DORNRÖSCHEN はシュートの再生因子として機能するとともに、オーキシン濃度極小領

域における腋芽メリステムの確立に関与する。これらのことから、陸上植物における幹細胞

新生制御と頂芽優勢機構の関わりが示唆された。 
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略語表 

2,4-D 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

AFB AUXIN SIGNALING F-BOX 

AP2/ERF APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR 

ARF AUXIN RESPONSE FACTOR 

AUX/IAA AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID 

Cas9 CRISPR-associated endonuclease 

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CKX cytokinin-inactivating cytokinin oxidase 

cZ cis-zeatin 

cZR cis-zeatin riboside 

cZRP cis-zeatin riboside phosphate 

Dex dexamethasone 

EdU 5-ethynyl-2-deoxyuridine 

EF1 ELONGATION FACTOR1  

ESR1/DRN ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1/DORNRÖSCHEN  

ESR2/DRNL ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 2/DORNRÖSCHEN-LIKE 

Est -estradiol 

GO gene ontology 

GR glucocorticoid receptor 

gRNA guide RNA 

IAA indole-3-acetic acid 

iPR isopentenyladenine riboside 

iPRP isopentenyladenine riboside phosphate 

LAXR LOX AUXIN RESPONSIVE 

LBD LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN 

LOG LONELY GUY 

NAA 1-naphthaleneacetic acid 

OPDA 12-oxo-phytodienoic acid 

PAM protospacer adjacent motif 

PLT PLETHORA 

qRT-PCR quantitative reverse transcription-PCR 

RAP2.6L RELATED TO AP2 L 

SEM Scanning electron microscope 

STEMIN1 STEM CELL-INDUCING FACTOR 1 
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TAA TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 

TIR1 TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 

tZR trans-zeatin riboside 

tZRP trans-zeatin riboside phosphate 

WIND1 WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 

WOX WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 

YUC YUCCA 

XVE LexA-VP16-ER fusion protein 

      

  



6 

 

序論 

陸上植物の再生 

陸上植物は高い組織再生能をもつ。被食等により植物体の一部を損傷すると、その損傷箇

所の癒着や、新たな組織や器官の形成が起こる。多くの場合、損傷を受けるとその傷口付近

の細胞が新たに細胞分裂を繰り返し、カルスとも呼ばれる細胞塊が形成される。カルスは被

子植物の組織片から植物ホルモンオーキシンとサイトカイニンを添加することでも誘導さ

れる。カルスからは新たな組織のみならず植物体全体を再生させることができ、カルスは分

化全能性をもつ細胞を含んでいる(Steward et al., 1958)。また、タバコ葉肉細胞のプロトプラ

ストからの個体再生の研究(Nagata and Takebe, 1971)からも、植物細胞が分化全能性をもつこ

とが明らかにされている。傷害を受けると、その傷シグナルが一つの引き金となり傷口周辺

の細胞のリプログラミングが起こり、細胞周期が再開する(Umeda et al., 2021)。 

 

再生過程におけるオーキシンの役割 

被子植物の花茎や葉、根など様々な組織で見られる再生現象は組織によって異なる応答

やメカニズムによって制御されているが、多くの場合、細胞運命の転換が起こる細胞リプロ

グラミング過程においてオーキシンが極めて重要な役割をもつことが明らかになってきた

(Christiaens et al., 2021; Ikeuchi et al., 2019; 図 1)。被子植物シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana

の根端を切除すると、オーキシンがジャスモン酸とともに、APETALA2/ETHYLENE 

RESPONSE FACTOR (AP2/ERF)ファミリーに属する ERF115 の発現を誘導し、根端の幹細胞

領域の形成や組織再生を制御する(Efroni et al., 2016; Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2019; 図 1)。

また、主根からの根の新生過程においても、オーキシンが WUSCHEL RELATED 

HOMEOBOX11 (WOX11)、WOX12 の転写を制御し、その後 LATERAL ORGAN BOUNDARIES 

DOMAIN 16（LBD16） の発現が誘導される(Liu et al., 2018)。このように、根における再生

には損傷領域におけるオーキシンの生合成が重要な役割を担う(Matosevich et al., 2020)。ま

た、シロイヌナズナの葉身からの根の再生においても、生合成されたオーキシンの傷口にお

ける蓄積が細胞運命転換の引き金となり、根原基の形成に関与する遺伝子の発現が制御さ

れる(Chen et al., 2016; Hu and Xu, 2016; Liu et al., 2014)。 

カルスからの組織再生においてもオーキシンによる遺伝子発現が引き金となることが知

られている。シロイヌナズナのカルス誘導条件において、オーキシン信号伝達の下流で

WOX11 や PLETHORA3 (PLT3)、PLT5、PLT7、LBD16 等の根端メリステム制御に関与する遺

伝子の発現が誘導され、カルスの多能性が獲得される(Kareem et al., 2015; Liu et al., 2018)。

また、カルスからのシュート再生の誘導にはサイトカイニン信号伝達が重要な機能をもつ

ことも知られている(Higuchi et al., 2004; Sakai et al., 2001)。このシュート再生の初期過程に

おいて、サイトカイニン合成および信号伝達をオーキシンが制御することも報告されてい

る(Cheng et al., 2013)。一方で、この過程においてオーキシン生合成遺伝子の発現がサイトカ          
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イニン信号伝達によって制御されるという報告もあり(Meng et al., 2017)、オーキシンとサイ

トカイニンによる複雑な制御メカニズムが存在していると考えらえる。 

また、シロイヌナズナの花茎の組織癒合の初期過程において、茎頂から極性輸送された内

生オーキシンが傷口の上部では蓄積するが、傷口の下部では枯渇し、それぞれ特異的に遺伝

子発現制御が起こることで細胞分裂が誘導されることが報告されている(Asahina et al., 2011)。

これらの報告から、オーキシンは様々な組織、あるいはカルスからの再生過程において機能

する再生因子を制御している。 

 

再生過程における AP2/ERF 転写因子の機能 

シロイヌナズナの再生の分子機構の解析から、AP2/ERF ファミリーに属する複数の転写

因子が重要な機能をもつことがわかってきている。クラスⅠに属する WOUND INDUCED 

DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1)は傷シグナルに応答して発現し、カルス形成を促進する

(Iwase et al., 2011)。また、クラス VIIIb に属する ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 

1/DORNRÖSCHEN (ESR1/DRN)は、その過剰発現により、通常では必要なサイトカイニンの

添加に依存することなくシュートの再生を誘導することができる(Banno et al., 2001)。この

ESR1/DRN の発現は WIND1 によって直接制御されていることも報告されている(Iwase et al., 

2017)。また、上述の根の再生において、クラスⅩに属する ERF109 と ERF115 はジャスモン

酸信号伝達によって傷害に応じて発現し、オーキシンシグナル伝達とともに幹細胞領域の

形成や組織再生を制御する(Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2019)。上述した花茎の組織癒合過

程ではクラスⅩの ERF113/RELATED TO AP2 L (RAP2.6L)が花茎の切断箇所の下部において発

現する(Asahina et al., 2011)。コケ植物蘚類ヒメツリガネゴケ Physcomitrium patens では、茎葉

体の葉を切断すると切断面の細胞がリプログラミングされ、直接新たな幹細胞に変換する

(Ishikawa et al., 2011)。この過程において、AP2/ERF 転写因子である STEM CELL-INDUCING 

FACTOR 1 (STEMIN1)がリプログラング因子として機能することが報告されている

(Ishikawa et al., 2019)。これらの知見から、様々なタイプの AP2/ERF 転写因子が陸上植物の

再生において重要な機能をもつことが示されている。 
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図 1 植物の様々な再生現象における植物ホルモンと再生関連遺伝子の役割 
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オーキシン信号伝達経路とその進化 

オーキシンは形態形成や再生、環境応答など、非常に多くの生理応答を制御する植物ホル

モンである。オーキシンの主要な信号伝達経路に関わる因子として、オーキシン受容体

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB)、転写抑制因

子 AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAA)、転写因子 AUXIN RESPONSE FACTOR 

(ARF)が知られている。オーキシン低濃度条件下において、AUX/IAA は ARF と相互作用し、

コリプレッサーTOPLESS を招集することで ARF による転写制御を抑制する。オーキシン高

濃度条件下において、オーキシンは TIR1/AFB に受容され、TIR1 と AUX/IAA のドメイン 

II を介した相互作用を高める。さらに、TIR1 の E3 ユビキチンリガーゼ活性により AUX/IAA

はユビキチン化され、26S プロテアソーム系によって分解される。その結果、AUX/IAA に

よる抑制が解除された ARF 転写因子によって標的遺伝子の転写制御が行われる(Powers and 

Strader, 2020; Weijers and Wagner, 2016)。 

この信号伝達経路は被子植物のみならず陸上植物に広く保存されており、陸上植物進化

の初期に維管束植物と分岐したモデル植物である苔類ゼニゴケ Marchantia polymorpha 

(Kohchi et al., 2021)において、生活環全体を通して形態形成あるいは細胞運命決定に関与し

ている (Bowman et al., 2017; Flores-Sandoval et al., 2015; Kato et al., 2015; Mutte et al., 2018; 

Suzuki et al., 2021)。先行研究において、ゼニゴケに 1 分子種存在する転写抑制因子 AUX/IAA

をコードする MpIAA が同定され、機能解析が行われている(Kato et al., 2015)。AUX/IAA の

ドメイン II にオーキシンによる分解を抑制する変異を導入しグルココルチコイド受容体

（GR）と融合したタンパク質を発現し、デキサメタゾン（dexamethasone; Dex）依存的にオ

ーキシン信号伝達を抑制することができる proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株が作出された。この株

において Dex 処理によってオーキシン信号伝達を抑制すると、オーキシン低感受性を示す

(Kato et al., 2015)。また、葉状体の発生が阻害され、正常な分化状態を維持できなくなり、

細胞塊が生じることが報告されている(Kato et al., 2015)。 

転写因子 ARF は転写活性化型のクラス A、転写抑制型のクラス B、およびクラス C に分

類される(Powers and Strader, 2020; Weijers and Wagner, 2016)。ゼニゴケには各クラスに属する

ARF が 1 分子種ずつ存在し、そのうち転写活性化型の MpARF1 の解析が進められている

(Kato et al., 2017)。MpARF1 の機能欠損株はオーキシン非感受性を示し、また、無性芽のメ

リステム形成や葉状体の発生に異常が生じることが報告されている(Kato et al., 2017) 。クラ

ス B に属する MpARF2 は転写抑制型としての機能をもつことが示唆されている(Kato et al., 

2020, 2017)。また、クラス C の MpARF3 はオーキシン依存的な遺伝子発現制御には関わら

ないことも示唆された(Flores-Sandoval et al., 2018; Kato et al., 2020)。これらのゼニゴケが保

持する陸上植物に共通する最小のオーキシン応答機構は、ゼニゴケの祖先種と車軸藻類の

祖先種との分岐後に獲得されたと考えられている(Mutte et al., 2018)。 
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苔類ゼニゴケの再生 

 苔類がもつ非常に高い再生能は古くから研究されてきた。苔類の葉状体再生には植物ホ

ルモンの添加は必要でなく、葉状体を切断すると切断片の腹側から新たな葉状体が容易に

再生する(Kubota et al., 2013; Nishihama et al., 2015; Vöchting, 1885)。ミカヅキゼニゴケ

Lunularia cruciata において葉状体の再生には頂端メリステムの切除が必要であり、切込を入

れるだけでは再生芽の形成が起こらないことが報告されている(LaRue and Narayanaswami, 

1957; Vöchting, 1885)。また、頂端を切除した切断片（以降基部側断片と呼ぶ）にのみ再生芽

が生じ、頂端を含む切断片（以降頂端側断片と呼ぶ）の切断面には再生芽が形成されること

はない(LaRue and Narayanaswami, 1957; Vöchting, 1885)。また、ゼニゴケやミカヅキゼニゴケ

において、オーキシンを添加すると再生芽形成が阻害されることが報告されている(LaRue 

and Narayanaswami, 1957; Rota and Maravolo, 1975)。ゼニゴケにおいてオーキシンは求基的に

輸送され(Binns and Maravolo, 1972; Gaal et al., 1982)、また主要なオーキシン生合成遺伝子

TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS (MpTAA) や YUCCA (MpYUC2)が頂端

で発現していることがわかっている(Eklund et al., 2015)。これらのことから、葉状体再生は

頂端由来のオーキシンを介した頂芽優勢によって抑制されると考えられてきた。しかしな

がら、どのようにオーキシンが再生を制御するのか分子機構についてはまだ明らかになっ

ていない。 

 先行研究においてゼニゴケの再生過程における細胞・組織学的な観察結果が報告されて

いる。頂端を切除すると基部側断片の腹側表皮細胞の細胞運命の変化が始まり、切断後 24

時間以内に細胞周期が再開し、細胞増殖が始まる(Nishihama et al., 2015)。本研究では、ゼニ

ゴケの葉状体再生過程における細胞周期再開へ至る細胞リプログラミングに対するオーキ

シンの機能を明らかにすることを目的とした。基部側断片において内生オーキシン量が一

時的に低下し、それが引き金となって細胞リプログラミングの鍵となる AP2/ERF 転写因子

の発現が誘導され、再生が引き起こされることを明らかにした。 
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結果 

オーキシンはオーキシンシグナル伝達を介してゼニゴケ葉状体の再生を抑制する 

はじめに、ミカヅキゼニゴケの葉状体の再生が頂芽優勢の原理により制御されるという

過去の観察結果(LaRue and Narayanaswami, 1957; Vöchting, 1885) について、当研究室の培養

条件下においてゼニゴケにおいても同様の結果がみられるかを調べた。野生型株の 10 日目

葉状体において頂端メリステムを含む頂端側を完全に切除すると、全ての基部側の切断片

の切り口に再生芽が形成された（図 2A; Nishihama et al., 2015)。一方、頂端部を切り離さず

に葉状体に切込だけを入れた場合、60%の葉状体では切込を入れた箇所の腹側に小さな細胞

塊様の再生芽が形成され、残りの 40％は全く再生芽が形成されなかった（図 2B）。このこ

とから、ゼニゴケの葉状体再生には頂端部の完全な切除が必要であり、切込だけでは再生芽

形成の誘導には不十分であることが示唆され、過去の苔類の再生実験 (LaRue and 

Narayanaswami, 1957; Vöchting, 1885)と同様の結果が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 頂端部の切除が誘導するゼニゴケの再生芽形成 

野生型株の 10 日目葉状体の頂端メリステムを切除した基部側切断片（A）および頂端メ

リステムを切除せずに切込のみ入れた葉状体（B）を 7 日間培養した。切込を入れた葉

状体は背側および腹側の写真を示す。矢尻は再生芽を示す。矢印は切込を入れた箇所を

示す。再生芽が形成された割合を下に示す。スケールバーは 2 mm を示す。 
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次に、苔類の葉状体の再生に対するオーキシンの抑制的な効果(LaRue and Narayanaswami, 

1957; Rota and Maravolo, 1975) がゼニゴケにおいてみられるのかを検証するため、3 種のオ

ー キ シ ン indole-3-acetic acid (IAA) 、 1-naphthaleneacetic acid (NAA) 、 お よ び 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)をゼニゴケの切断片に添加し、再生への影響とその濃度依

存性を調べた。野生型株の 10 日目葉状体を図 3 で示すように頂端メリステムを含む頂端側

断片と含まない基部側断片の２つに切り出した。基部側はさらに両横および基部側の端を

切り取り長方形の断片にし、再生の極性を検証することにした。切り出した頂端側および基

部側断片を 0～10 μM の IAA、NAA、および 2,4-D 含有培地で７日間培養した（図 4）。頂端

側断片はオーキシン非存在下では頂端成長を続け、IAA、NAA、および 2,4-D を添加した場

合においても、高濃度オーキシン存在下ではやや生育遅延が見られるものの、どの濃度でも

頂端成長が続いた（図 4）。一方で、オーキシン非含有培地で培養した基部側断片の頂端側

の切断面には 7 日以内に再生芽が形成された（図 4）。また、頂端側以外の切断面に再生芽

が形成されることはなかった（図 4; Nishihama et al., 2015）。対照的に、IAA、NAA、および

2,4-D を添加した場合、基部側断片の再生芽の形成は濃度依存的に抑制されることがわかっ

た（図 4）。中でも NAA は最も低濃度で再生芽形成の抑制効果が見られた（図 4; 図 5A）。

1 μM NAA 添加によって約 80%の基部側断片で再生芽形成が抑制され、残り約 20%の断片

では非常に小さな再生芽が形成された（図 5B）。これらの結果から、過去の苔類の知見(LaRue 

and Narayanaswami, 1957; Rota and Maravolo, 1975) と同様に、添加したオーキシンはゼニゴ

ケの再生芽形成を抑制することが確認された。また、頂端側断片は頂端成長を続けたことか

ら、今回検証した濃度でのオーキシン処理は葉状体の成長自体を阻害するものではないと

考えられた。以降、オーキシン処理は 1 μM NAA を用いることにした。 

 

 

 

 

 

 

図 3 葉状体からの切断片切り出し方法の模式図 

葉状体を 2 つの断片に切り分けた。頂端部を含む半分を頂端側断片として使用した。

基部側の半分は図示するようにさらに切り出し、基部側断片として使用した。 
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図 4 濃度依存的なオーキシンによる再生芽形成抑制効果 

野生型株の 10 日目葉状体より切り出した頂端側および基部側断片を 0、0.1、0.5、1、

5、および 10 μM の IAA 、NAA、および 2,4-D 含有培地上で 7 日間培養した。各区 3

個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に示した。スケールバー

は 2 mm を示す。 
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オーキシン添加による再生芽形成の抑制がオーキシン信号伝達経路の転写制御を介する

のかを検証するため、ゼニゴケに 1 分子種存在する転写活性化型 ARF である MpARF1 の機

能欠損株 (Kato et al., 2017)を用いて再生実験を行った。Mparf1 機能欠損株より切り出した

基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地上で培養したところ、NAA 存在下におい

ても再生芽が形成されることがわかった（図 5C）。さらなる検証のため、proMpIAA:MpIAAmDII-

GR 株 (Kato et al., 2015; 詳細は序論を参照) を用いて Dex 依存的にオーキシン信号伝達を

抑制した条件で、NAA を添加した再生実験を行った。対照として NAA 存在下で Dex 処理

を行わなかった場合は proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の基部側断片には再生芽が形成されなか

ったが、Dex 処理をした場合は再生芽が形成された（図 5D）。このとき形成された再生芽

は葉状体へと成長することはなかったが、これは MpIAAmDII 過剰発現による形態形成阻害

効果(Kato et al., 2015) によると考えられる。これらの結果から、ゼニゴケの切断片に添加し

たオーキシンはオーキシン信号伝達経路を介して再生芽の抑制効果を発揮することが示唆

された。 
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図 5 オーキシン信号伝達を介した再生芽形成の抑制 

（A）野生型株（WT）の 10 日目葉状体から切り出した頂端側および基部側断片を 1 μM 

NAA 含有あるいは非含有培地上で 7 日間培養した。各区 6 個の切断片について実験を

行い、そのうちの代表例 1 個を図に示した。（B）1 μM NAA 含有培地で 7 日間培養し

た基部側断片に形成された再生芽の割合を示す。矢尻は再生芽を示す。（C）Mparf1-4ko

株の 20 日目葉状体から切り出した基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地

上で 7 日間培養した。各区 6 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個

を図に示した。（D）誘導的にオーキシン信号伝達を阻害した条件における再生実験。

proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の 10 日目葉状体より切り出した基部側断片を 1 μM NAA 含

有あるいは非含有、かつ 10 μM デキサメタゾン（Dex）含有あるいは非含有培地で 7

日間培養した。各区 3 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に

示した。スケールバーは 2 mm を示す。 
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オーキシンは再生過程における細胞周期再開を阻害する 

 ゼニゴケの葉状体再生の初期過程では、G1 期で停止していた基部側断片の腹側表皮細胞

の細胞周期が速やかに再開し S 期へと移行する(Nishihama et al., 2015)。オーキシンの添加が

この細胞周期再開へ与える影響を調べるため、5-ethynyl-2-deoxyuridine (EdU)を用いて細胞

周期 S 期進入細胞の可視化を試みた。基部側断片を切断して 32 時間後には EdU のシグナ

ルが検出された細胞が顕著に増大した（図 6Ａ; Nishihama et al., 2015）。また、DAPI 染色と

の二重染色により、EdU のシグナルは核由来であり、細胞周期 S 期に進入した細胞である

ことを確認した（図 6B）。一方、NAA 含有培地で培養した基部側断片では、切断 80 時間後

以降においても S 期に進入した細胞はほとんど検出されなかった（図 6Ａ）。また、切断片

当たりの EdU 検出領域の面積を定量した結果、NAA 処理によって S 期に進入した細胞が有

意に減少することがわかった（図 6 C）。 

さらに、被子植物や蘚類で細胞分裂活性化因子として機能することが知られている D タ

イプサイクリン(Ishikawa et al., 2011; Masubelele et al., 2005)のゼニゴケホモログ MpCYCD;1

の再生過程における発現量を調べた。定量には頂端側および基部側断片を NAA 含有あるい

は非含有培地で培養し、その切断面から幅 1 mm ほどの領域をそれぞれ切り出して採取した

サンプルを用いた（図 7）。定量 RT-PCR（qRT-PCR）によって測定した結果、MpCYCD;1

の発現量は基部側断片でのみ切断 24 時間後以降に大きく上昇し、頂端側断片で発現上昇す

ることはなかった（図 8）。一方で、NAA を添加した場合には、基部側断片の MpCYCD;1

の発現誘導は有意に抑制されていた（図 8）。この抑制は完全ではなかったものの、細胞周

期再活性化に十分な発現量には達していなかった可能性が考えられた。これらの結果から、

オーキシンは再生過程における細胞周期再進入の前段階において抑制効果を発揮すること

が示唆された。 
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図 6 オーキシンによる再生過程の細胞周期再開の阻害 

（Ａ,Ｂ）EdU アッセイにより細胞周期Ｓ期に進入した細胞を可視化した。野生型株の

基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地で培養し、表記した期間において 

EdU を取り込ませた。頂端を切除した切断面付近の中肋周辺の腹側表皮（A）、および

切断 80 時間後の切断片全体の腹側表皮（B）の EdU を取り込んだ細胞を Alexa Fluor 

488 で検出した（緑色）。DAPI による DNA 染色（青色）、EdU シグナル、明視野およ

びすべて重ね合わせた画像を B で示す。また赤色の四角で示す領域の拡大図もともに

示す。各区 3 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に示した。

スケールバーは 100 μm（A および B の右図）、1 mm（B の左図）を示す。（C）EdU

のシグナルが検出された面積の定量結果。1 断片あたりの相対値を示す。バーは SE

を示す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意

差のあるグループを示す。n = 3。 
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図 7  遺伝子発現およびホルモン定量に供したサンプルの採取方法の模式図 

10 日目葉状体を頂端部を含む断片と含まない断片の 2 つに切断して培養し、各タイ

ムポイントにおいてそれぞれの断片の切断面から幅 1 mm ほどの領域（青色および橙

色で囲った領域）をさらに切り出してサンプリングした。切断 0 時間のサンプルは葉

状体の中央部の幅 1 mm ほどの領域（赤色で囲った領域）を切り出した断片を使用し

た。 

 

 

 

 

図 8 再生過程における MpCYCD;1の発現上昇のオーキシンによる抑制 

野生型株の頂端側および基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地で培養後、

図 7 で示すようにサンプリングし、MpCYCD;1 の相対発現量を qRT-PCR によって定

量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バーは SE を示す。バーの上のアルフ

ァベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。n 

= 3。  
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ゼニゴケの再生過程において内生オーキシン量が一過的に減少する 

オーキシン添加が再生抑制効果をもたらすことから、再生過程において頂端側および基

部側断片内における内生オーキシン量の変動が起こる可能性が考えられた。そこで、葉状体

切断後の切断面領域（図 7 と同様に採取）における内生オーキシン IAA の定量を行った。

その結果、基部側断片では IAA 濃度が切断 3 時間後までに 43.4 pmol/g fresh weight (gFW)か

ら 14.5 pmol/gFW にまで急激に減少し、その後 24 時間後までに元の内生量にまで回復して

いった（図 9A）。対照的に、頂端側断片では IAA 濃度は切断 12 時間後までに 21.2 pmol/gFW

まで減少したものの、基部側断片と比較すると減少は緩やかであり大きくはなかった（図

9A）。この結果から、基部側断片における一過的な内生 IAA 量の減少が再生過程の開始に

関わることが示唆された。 

内生 IAA 量の減少がオーキシン応答性遺伝子の発現と相関するのかを調べるため、

MpARF1 依存的にオーキシンによって発現誘導される遺伝子 MpWIP (Kato et al., 2017)の再

生過程における発現変動を qRT-PCR によって定量した。ＭpWIP の発現量は基部側断片にお

いて切断 3 時間後に有意に減少し、その後ある程度発現量が上昇した（図 9B）。さらに、

NAA 処理によって頂端側、基部側断片ともに MpWIP の発現量が上昇した（図 9B）。これら

の結果から、基部側断片においては、内生 IAA 量の急激な減少と一致して、オーキシン誘

導性遺伝子の発現低下も起こることが明らかになった。 

図 9 基部側断片における一過的な内生オーキシン量の低下 

（A）内生 IAA 量の定量結果。野生型株の頂端側および基部側断片の切断面領域を図 7

で示すようにサンプリングし、IAA 濃度を定量した。バーは SE を示す。n = 3。（B）

野生型株の頂端側および基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地で培養後、

図 7 で示すようにサンプリングし、MpWIP の相対発現量を qRT-PCR により定量し

た。MpEF1 を内部標準として使用した。バーは SE を示す。バーの上のアルファベ

ットはTukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。n = 3。 
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 基部側断片における切断後の内生オーキシン量の減少がオーキシン生合成遺伝子の発現

変動によるものなのかを調べるため、ゼニゴケのオーキシン生合成遺伝子 MpTAA および

MpYUC2 の発現量を定量した。qRT-PCR の結果、MpTAA の発現量は基部側断片において切

断 3 時間後に一過的に減少し、その後上昇していた（図 10A）。一方で MpYUC2 の発現は基

部側断片で減少することはなく、経時的に上昇していた（図 10B）。このことから、MpTAA

の発現変動は基部側断片における内生 IAA 量の変動に部分的に寄与している可能性が考え

られたが、MpTAA および MpYUC2 の発現量はともに頂端側断片においても一過的に減少し

ていたことから（図 10A,B）、生合成遺伝子の発現変動だけでは内生 IAA 量の変動を説明す

ることはできない結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 再生過程におけるオーキシン生合成遺伝子の発現変動 

野生型株の頂端側および基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地で培養後、

図 7 で示すようにサンプリングし、MpTAA（A）および MpYUC2（B）の相対発現量

を qRT-PCR により定量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バーは SE を示

す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意差の

あるグループを示す。n = 3。  
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再生過程における経時的トランスクリプトーム解析 

再生過程における遺伝子発現動態を調べるため、野生型株の頂端側および基部側断片の

切断面領域を図 7 と同様に採取したサンプルを用いて切断 24 時間後までの経時的な RNA-

seq 解析を行った。主成分分析の結果から、切断 1 時間後には既に頂端側および基部側断片

との間で転写応答が異なることがわかった（図 11A）。クラスタリング解析から 4 つのクラ

スター（C1–C4）に分かれることがわかった（図 11B）。Gene ontology（GO）解析（図 12）

により、C1 には切断 24 時間までの間で基部側でのみ発現が上昇する 1,801 遺伝子が含まれ

ており、翻訳や細胞分裂などに関わる遺伝子が濃縮されていた。C2 には頂端側、基部側断

片ともに切断後直ちに発現上昇するストレス応答に関与するような 877 遺伝子が含まれて

いた。C3 には頂端、基部側断片ともに減少し、その減少幅が基部側でより大きい 1,281 遺

伝子が含まれており、光合成に関与する遺伝子が多く含まれていた。C4 には頂端側断片で

やや上昇し基部側断片でやや減少する 224 遺伝子が含まれていたが、どの GO タームも濃

縮されなかった。 

また、NAA 処理をした基部側断片についても同様に RNA-seq 解析を行った。主成分分析

の結果から、NAA 処理によって切断 6 時間までに転写応答に差が生じていることがわかっ

た（図 11A）。またフィッシャーの正確確率検定では、基部側においてオーキシン制御遺伝

子の発現が減少傾向にあることがわかり、上記 MpWIP の基部側断片における発現低下（図

9B）と一致する結果であった（図 11C）。これらの結果から、オーキシン制御遺伝子の発現

パターンの差が頂端側と基部側断片との再生芽形成能の差を生む可能性が示唆された。 
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図 11 再生過程における経時的なトランスクリプトーム解析 

（A）主成分分析の結果。主成分分析により切断からの時間（hours after excision; HAE）、

切断片の種類、および NAA 処理による遺伝子発現プロファイルへの影響を可視化し

た。各サンプルにおける第一主成分および第二主成分（PC1 および PC2）を示す。（B）

頂端側および基部側断片のタイムコースRNA-seqデータのクラスタリング解析。（C）

フィッシャーの正確確率検定。基部側断片においてオーキシンの制御を受ける遺伝子

が切断 0 時間と比較して発現が抑制される傾向にあることを P-values で示す。Mutte 

et al. (2018) によって報告された葉状体への 1 時間の 2,4-D 処理によって発現変動し

た遺伝子をオーキシン応答遺伝子として使用した。（鈴木秀政博士による解析結果） 
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図 12 各クラスターの Gene ontology 解析 

（A）図 11B で示した C1–C4 各クラスターの Biological Process の濃縮された GO タ

ームを示す。False discovery rate (FDR; カラーコード)の順に GO タームを示す。円

のサイズは各クラスター内の遺伝子数を示す。（鈴木秀政博士による解析結果） 
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図 12 各クラスターの Gene ontology 解析（続き） 

（B）図 11B で示した C1–C4 各クラスターの Cellular Component の濃縮された GO タ

ームを示す。FDR の順に GO タームを示す。円のサイズは各クラスター内の遺伝子数

を示す。（鈴木秀政博士による解析結果） 



25 

 

 

 

図 12 各クラスターの Gene ontology 解析（続き） 

（C）図 11B で示した C1–C4 各クラスターの Molecular Function の濃縮された GO タ

ームを示す。FDR の順に GO タームを示す。円のサイズは各クラスター内の遺伝子数

を示す。（鈴木秀政博士による解析結果） 
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基部側断片において低オーキシンレベルに応じて発現誘導される転写因子MpLAXRの同定 

細胞のリプログラミングを引き起こす鍵となる遺伝子を同定するため、上記トランスク

リプトーム解析を用いて絞り込みを行った。まず、基部側断片の内生オーキシン量の減少が

みられた（図 9A）切断 3 時間後において、基部側断片における発現量が NAA を添加条件

よりも非添加条件の方が高い遺伝子を探索した。そのうち 29 遺伝子が、基部側断片でのみ

発現が上昇する C1 にも含まれることを見出した（図 13; 表 1）。これら 29 遺伝子の中で唯

一転写因子をコードすると予測された MpERF20 に着目した。 

MpERF20 は AP2/ERF 転写因子をコードしており、シロイヌナズナの ESR1/DRN や

ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 2/DORNRÖSCHEN-LIKE (ESR2/DRNL)、PUCHI 等が

含まれるクラス VIII b に属していた (図 14; Bowman et al., 2017; Chandler, 2018)。シロイヌナ

ズナの ESR1 はシュート再生の鍵となる因子であることが報告されており(Banno et al., 2001)、

系統的に近い MpERF20 が再生に関与する可能性が考えられ、解析を行うことにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 再生特異的に発現しオーキシンが発現上昇を抑制する遺伝子の同定 

クラスター1 に含まれ、かつ切断 3 時間後において NAA 処理によって発現上昇が抑制

された遺伝子を示したベン図。（鈴木秀政博士による解析） 
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表 1 再生特異的に発現しオーキシンが発現上昇を抑制する 29 遺伝子のリスト 

 

 

Gene ID Annotation 

Mp1g08290 Stay green protein, chloroplastic-related 

Mp1g12380 pre-mRNA-processing factor 8-related 

Mp1g12930 Golgi to ER traffic protein 4 homolog 

Mp1g20620 DNA topoisomerase type II; C-term missing 

Mp1g21710 ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein AGD8-related 

Mp2g00570 Large subunit ribosomal protein L23Ae 

Mp2g09050 Exportin-5 

Mp2g15930 Mannose-6-phosphate isomerase / Phosphomannose isomerase 

Mp3g13670 Glycosyltransferase stello1-related 

Mp3g17870 Cytochrome P450 family protein 

Mp3g21390 Ubiquitin-conjugating enzyme; N-term missing; C-term missing 

Mp4g00240 Histidine triad (HIT) family protein 

Mp4g02260 ATP-dependent RNA helicase; CCCH zinc finger-containing protein 

Mp4g11270 V-type H+-transporting ATPase subunit A 

Mp4g14100 Polyketide/Chalconesynthase 

Mp4g18440 Organic acid biosynthesis and exudation 

Mp4g20810 UBX domain containing protein 

Mp5g01230 Guanylate-binding protein, N-terminal domain 

Mp5g06970/MpERF20 AP2/ERF transcription factor 

Mp6g05510 Glycosyl hydrolase family 10 

Mp6g15950 Phosphoinositide phosphatase SAC9-related 

Mp6g18410 ABC transporter 

Mp6g18980 Transmembrane amino acid transporter protein 

Mp7g04100 Glutathione S-transferase 

Mp7g07050 PDDEXK-like family of unknown function 

Mp7g08080 Ubiquitin-activating enzyme E1 

Mp7g09640 Protein phosphatase 

Mp7g18470 Unknown 

Mp8g00700 Phosphatidylinositol phospholipase C, delta (PLCD) 
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図 14 AP2 ドメイン部分のアミノ酸配列に基づいた AP2/ERF 転写因子ファミリークラ

ス VIII の系統樹 

Bowman et al., 2017 を改変。系統樹内の数字は事後確率を、バーはアミノ酸の置換率

を示す。 
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MpERF20 の再生過程における発現変動を qRT-PCR によって確認したところ、切断後基部

側断片でのみ大きく発現上昇し、頂端側断片では発現上昇は見られなかった（図 15）。また、

NAA の添加によって部分的ながら有意に発現上昇が抑制された（図 15）。このことから、

MpERF20 は基部側断片特異的に発現上昇し、オーキシン添加により発現上昇が抑制される

遺伝子であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 頂端切除により誘導される転写因子 MpERF20/LAXRの同定 

野生型株の頂端側および基部側断片を 1 μM NAA 含有あるいは非含有培地で培養後、

図 7 で示すようにサンプリングし、MpERF20/LAXR（再命名について後述）の相対発

現量を qRT-PCR により定量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バーは SE を

示す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意差

のあるグループを示す。n = 3。 
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植物の再生過程では、AP2/ERF ファミリーに属する複数の転写因子が関与することが報

告されていることから、ゼニゴケの再生過程における MpERF20 を含む AP2/ERF 転写因子

遺伝子の発現変動について、上述の RNA-seq データを用いて解析した。ゼニゴケがもつ 30

の AP2/ERF 転写因子のうち 24 遺伝子の転写産物が検出された（図 16）。その中で、MpERF9

（Mp4g17430）、MpERF15（Mp7g09350）、および MpERF21（Mp5g22160）は切断 1 時間後

に頂端側、基部側断片ともに大きく発現が上昇していた（図 16）。これらは MpERF20 とは

異なり、NAA による発現誘導の抑制は受けていなかった（図 16）。また、シロイヌナズナに

おいて傷害誘導的に発現上昇する WIND1 に最も近縁なゼニゴケの MpERF2（Mp7g13760）

の大きな発現変動は検出されなかった（図 16）。これらの結果から、いくつかの AP2/ERF 転

写因子は傷シグナルに応答して発現誘導され、ゼニゴケの MpERF2 はシロイヌナズナの

WIND1 とは異なる機能をもつことが示唆された。また、これら 24 の AP2/ERF 転写因子の

うち MpERF20 のみが基部側特異的な発現上昇を示しており、再生過程特異的に機能する可

能性が示唆された。 

 

図 16 AP2/ERF 転写因子ファミリーの切断後の発現変動 

ゼニゴケの AP2/ERF ファミリーに属する 30 遺伝子のうち、24 遺伝子の発現パター

ンをヒートマップで示す。残りの 6 遺伝子の転写産物は検出されなかった。（鈴木秀政

博士による解析）  
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MpERF20 の低オーキシン応答性の検証 

仮に MpERF20 が再生において重要な機能をもつのであれば、内生オーキシン量の減少に

応答して発現が誘導される可能性があるのではないかと考えた。そこで、傷シグナルによる

影響を排除するために切断はせず、無傷の無性芽にオーキシン生合成阻害剤 4-

phenoxyphenylboronic acid (PPBo) (Kakei et al., 2015)、 yucasin (Nishimura et al., 2014)、および

L-kynurenine (He et al., 2011)を与えて MpERF20 の発現を定量した。その結果、オーキシン生

合成阻害剤処理によって MpERF20 の発現は有意に上昇することがわかった（図 17A; 岩木 

2019 学士論文）。また、proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を用いて Dex 誘導的なオーキシン信号

伝達の抑制が MpERF20 の発現に及ぼす影響を調べた。10 日目の proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株

葉状体を Dex 処理し、qRT-PCR によって発現量を定量したところ、Dex 処理によって

MpERF20 の発現が有意に上昇した（図 17B）。これらの結果から、MpERF20 はオーキシン

生合成ならびに信号伝達の低下に応答して発現が上昇する遺伝子であることが示唆された。

そこで、MpERF20 を LOW-AUXIN RESPONSIVE (MpLAXR)と再命名した。 

 

図 17 オーキシンレベルの低下に応じて MpERF20/LAXRは誘導される 

（A）野生型株の無性芽をオーキシン生合成阻害剤（10 μM PPBo, 10 μM yucasin, お

よび 100 μM L-kynurenine）とともに 3 日間培養し、MpERF20 の相対発現量を qRT-

PCR により定量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バーは SE を示す。アス

タリスク（**および***）は Welch’s two-tailed paired t-tests による有意水準 P < 0.01 

および P < 0.001 を示す。n = 3。（B）野生型株（WT）および proMpIAA:MpIAAmDII-GR

株（#04 および#13）の 10 日目葉状体を 10 μM Dex 処理を 12 時間行い、

MpERF20/LAXR の相対発現量を qRT-PCR により定量した。MpEF1 を内部標準とし

て使用した。バーは SE を示す。アスタリスク（*）は Welch’s two-tailed paired t-tests

による有意水準 P < 0.05 を示す。n = 3。  
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再生過程における MpLAXR の時空間的な発現解析 

再生過程における MpLAXR の時空間的な発現パターンを調べるため、核移行シグナル

（NLS）を融合した tdTomato 蛍光タンパク質を MpLAXR プロモーター制御下で発現するレ

ポーター株を作出した（proMpLAXR:tdTomato-NLS）。切断直後にはレポーター株の切断片腹

側の切断面付近で蛍光シグナルは検出されなかった（図 18, 0 h）。観察を続けた結果、切断

12 時間に切断片の頂端側切断面寄りの中肋付近で蛍光が観察され始めた（図 18, 12 h）。さ

らに切断 24 時間後にはシグナルが中肋の周辺でも検出された（図 18, 24 h）。一方で、NAA

存在下では蛍光シグナルはほとんど検出されなかった（図 18）。これらの結果から、基部側

断片の中肋付近において、MpLAXR は切断誘導的に、またオーキシンによって抑制的に発現

制御されることが示唆された。また、再生芽形成は中肋付近で生じることから(Nishihama et 

al., 2015; Vöchting, 1885)、MpLAXR がその過程に寄与する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

図 18 基部側断片における MpLAXRの経時的発現解析 

proMpLAXR:tdTomato-NLS 株の 10 日目葉状体より切り出した基部側断片を 1 μM NAA

含有あるいは非含有培地で培養し、経時的に観察した。切断片全体の tdTomato 蛍光写

真と明視野を merge した画像（下段）と、緑色で囲った領域を拡大した tdTomato 蛍光

写真（上段）および明視野と Merge した画像（中央）を示す。各区 3 個の切断片につ

いて実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に示した。スケールバーは 100 μm（上段

および中央）、1 mm（下段）を示す。  
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MpLAXR 機能欠損は再生過程における細胞周期を遅延させる 

MpLAXR の機能が再生に必要であるかを調べるため、CRISPR/Cas9 ゲノム編集によって

MpLAXR ゲノム編集株を作出した（図 19A, B）。Mplaxr 変異体の葉状体発生を観察したとこ

ろ、野生型株と比較してわずかな生育阻害を示した（図 20A）。また、葉状体面積定量結果

から、変異体の葉状体サイズは野生型株と比較して有意に低下していたことがわかった。こ

の Mplaxr 変異体の葉状体サイズ減少の表現型は、CRISPR 耐性の同義置換変異を導入した

MpLAXR ゲノム断片（gMpLAXRresist）を導入すると部分的に相補されたことから、MpLAXR

の変異は葉状体の成長遅延を引き起こすことが明らかになった（図 20A, B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19 Mplaxr 変異体の作出 

（A）MpLAXR 遺伝子座を模式的に示す。矢印（g1、g2）は CRISPR/Cas9 ゲノム編集

によるMplaxr-1ge変異体およびMplaxr-2ge変異体作出に使用した gRNAターゲットサ

イトをそれぞれ示す。（B）MpLAXR 遺伝子座の塩基配列を示す。gRNA 標的配列を下

線で、PAM 配列を太字で示す。変異の詳細は右側に示す。（C）予測されたアミノ酸配

列を示す。 
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図 20 Mplaxr 変異による成長遅延 

（A）野生型株（WT）、Mplaxr-1ge株、Mplaxr-2ge株、および gMpLAXRresist/Mplaxr-1ge

株の無性芽を 28 日間生育させた。各株 10 個体について観察を行い、そのうちの代表

例 1 個体を図に示した。スケールバーは 2 mm（Day 0-7）、10 mm（Day 14–28）を

示す。（B）生育 21 および 28 日目の WT、Mplaxr-1ge、Mplaxr-2ge、および

gMpLAXRresist/Mplaxr-1ge株の葉状体の面積定量結果。ボックスの上のアルファベッ

トは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。n = 10。 
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次に、Mplaxr 変異体の葉状体を用いて再生実験を行った。Mplaxr 変異体は野生型株と比

較して著しい再生芽の成長遅延を示した（図 21A）。再生芽の面積定量結果からも、Mplaxr

変異体の再生芽の面積が野生型株と比較して有意に減少することがわかった（図 21B）。ま

た、gMpLAXRresist 導入により再生芽の成長遅延の表現型は完全に相補された（図 21 A,B）。

これらの結果から、MpLAXR の変異は再生芽の形成および成長を大きく阻害することが明

らかになった（図 21A, B）。また、gMpLAXRresist 導入による相補の程度が葉状体成長と再

生芽形成との間で差があったことから、二つの過程で要求される MpLAXR の厳密な発現量

制御に差があるものと考えられた。 
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図 21 Mplaxr 変異による再生芽の成長遅延 

（A）野生型株（WT）、Mplaxr-1ge株、Mplaxr-2ge株、および gMpLAXRresist/Mplaxr-1ge

株の基部側切断片を 7 日間経時的に観察した。各株 5 個の切断片について実験を行い、

そのうちの代表例 1 個を図に示した。スケールバーは 2 mm を示す。（B）培養 7 日

目の WT、Mplaxr-1ge、Mplaxr-2ge、および gMpLAXRresist/Mplaxr-1ge株の再生芽の面

積定量結果。ボックスの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 

で有意差のあるグループを示す。n = 5。 
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Mplaxr 変異体における再生初期過程での細胞周期再開頻度を調べるため、EdU アッセイ

を行った。どのタイムポイントにおいても、Mplaxr 変異体の基部側断片において EdU シグ

ナルが検出された細胞は、野生型株と比較して大きく減少していた（図 22A）。EdU シグナ

ルが検出された面積定量の結果からも、Mplaxr 変異体では切断後に細胞周期 S 期に進入す

る細胞が有意に減少することがわかった（図 22Ｂ）。 

 

 

図 22  Mplaxr 変異による再生過程の細胞周期再開の遅延 

（A）野生型株（WT）、Mplaxr-1ge 株、および Mplaxr-2ge 株の基部側切断片の EdU アッ

セイ。表記した期間 において EdU を取り込ませ、Alexa Fluor 488 で検出した（緑色）。

各株 3 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に示した。スケール

バーは 100 μm を示す。（B）EdU のシグナルが検出された面積の定量結果。1 断片あた

りの相対値を示す。バーは SE を示す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検

定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。n = 3。 
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さらに、Mplaxr 変異体の再生過程における MpCYCD;1 の発現量を qRT-RCR によって定

量したところ、野生型株より有意に低くなっていた（図 23）。これらの結果から、Mplaxr の

変異は、オーキシン処理によって生じる再生抑制効果と同様に、再生過程の初期における細

胞周期の再進入に影響を及ぼすと考えられた。このことから、MpLAXR は再生過程の開始に

おいて重要な機能をもつことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23  Mplaxr 変異による再生過程における MpCYCD;1の発現誘導の阻害 

野生型株（WT）、Mplaxr-1ge株、および Mplaxr-2ge株の基部側断片から図 7 で示すように

サンプリングし、MpCYCD;1 の相対発現量を qRT-PCR によって定量した。MpEF1 を内

部標準として使用した。バーは SE を示す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 

検定において P < 0.05 で有意差のあるグループを示す。n = 3。 
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MpLAXR は細胞リプログラミング因子として機能する 

次に、MpLAXR を切断時に一過的に発現させることで、オーキシン添加による再生形成抑

制効果を無効化できないか調べた。まず、MpE2F プロモーター制御下でエストロゲン依存

的に転写を誘導する XVE システムを用いて、MpLAXR を誘導的に過剰発現させる株を作出

した（proMpE2F:XVE>>MpLAXR）（黄瀬 2017 修士論文）。proMpE2F:XVE>>MpLAXR 無性芽

をエストロゲン存在下で培養すると、MpLAXR の発現量が大きく上昇することを確認した

（図 24A）。proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株 10 日目の葉状体を切断する直前の 8 時間だけ一過

的にエストロゲン処理を行い、その後切断片を切り出し、NAA 非含有あるいは NAA 含有

培地で培養する実験を行った。野生型株においては、エストロゲン前処理の有無に関わらず、

NAA 存在下では再生芽の形成は抑制された（図 24B）。また、エストロゲン未処理の

proMpE2F:XVE>>MpLAXR 切断片においても NAA 存在下では再生芽の形成は見られなかっ

た（図 24C）。一方で、エストロゲン前処理を行った proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株切断片では

NAA 存在下でも再生芽を形成し、葉状体を発生した（図 24Ｃ）。これらの結果から、MpLAXR

の一過的な発現はNAAによる再生芽形成抑制効果を無効化できることが示唆された。また、

葉状体切断と同時にエストロゲンを継続的に添加した場合、NAA 存在下においても同様に

再生芽形成を引き起こせたが、MpLAXR の恒常的な過剰発現効果（後述; 図 26 参照）のた

めに葉状体が発生することはなかった（図 25）。 
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図 24 MpLAXR の一過的過剰発現によるオーキシンの再生芽形成抑制効果の無効化 

（A）野生型株（WT）および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株（#3 および#6）の無性芽を

5 μM -エストラジオール（Est）含有あるいは非含有培地で 14 日間培養し、MpLAXR

の相対発現量を qRT-PCR によって定量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バ

ーは SE を示す。アスタリスク（**）は Welch’s two-tailed paired t-tests による有意

水準 P < 0.01 を示す。n. s., not significant。n = 3。（B,C）MpLAXR 一過的過剰発現後

の再生実験法を模式的に示す。WT（B）および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株（#3 およ

び#6）（C）の 10 日目葉状体を 5 μM Est の 8 時間前処理（+）あるいは無処理（−）の

のち、切り出した基部側断片を 1 μM NAA 含有（+）あるいは非含有（−）培地上で 14

日間培養した。各区 5 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に

示した。スケールバーは 2 mm を示す。 
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図 25 MpLAXR の恒常的過剰発現によるオーキシンの再生芽形成抑制効果の無効化 

野生型株（WT）および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株（#3）の 10 日目葉状体の基部側

断片を 5 μM Est 含有（+）あるいは非含有（−）、かつ 1 μM NAA 含有（+）あるいは

非含有（−）培地上で 14 日間培養した。矢尻は頂端側以外の切断面に形成された再生

芽を示す。各区 5 個の切断片について実験を行い、そのうちの代表例 1 個を図に示し

た。スケールバーは 2 mm を示す。 
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MpLAXR が細胞リプログラミング因子としての機能をもつ可能性を検証するため、

MpLAXR の誘導過剰発現によって通常は細胞分裂を行わない細胞で細胞分裂を引き起こす

ことができるのかを調べた。野生型株および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株の無性芽をエスト

ロゲン含有、あるいは非含有培地で培養した。野生型株はエストロゲンの有無に関わらず、

またエストロゲン非含培地で培養した proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株は、葉状体の発生に異常

を示すことはなかった（図 26A）。一方で、エストロゲン含有培地で培養した

proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株は細胞塊様の組織を形成し、葉状体が発生することはなかった

（図 26A, B）。この細胞塊はメリステム領域からだけではなく、通常の発生過程においては

細胞分裂をしない無性芽の周縁部からも形成された（図 26A）。走査型電子顕微鏡を用いて

観察したところ、MpLAXR の誘導によって生じた細胞塊は未分化な小さい細胞と仮根から

なるように見受けられた（図 26B）。この小さい細胞は切断後 2–3 日後に基部側断片で盛ん

に細胞分裂している細胞 (Nishihama et al., 2015) に似ていた。 

また、野生型株および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株を同様にエストロゲン誘導した葉状体

を用いて EdU アッセイを行った。野生型株ではエストロゲンの有無に関わらずメリステム

領域でのみ高い細胞分裂活性が検出された（図 26C）。また、エストロゲン処理をしてない

proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株でも細胞分裂活性はメリステム領域に限定されていた（図 26C）。

一方で、エストロゲン処理をした proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株ではメリステム領域のみなら

ず、無性芽の周縁部全体で強い細胞分裂活性が検出された（図 26C）。これらの結果から、

高い細胞分裂活性をもたない細胞において MpLAXR の誘導過剰発現によって異所的に細胞

分裂を引き起こすことができることが示唆された。 

また、エストロゲン誘導によって生じた細胞塊が多能性をもつのかを調べるため、エスト

ロゲンによる 14 日間の誘導後、エストロゲンを除去し、さらにエストロゲン存在下、ある

いは非存在下で培養した。エストロゲンを与え続けた場合、誘導によって生じた細胞塊は細

胞塊のまま分裂を続けた。一方で、エストロゲンを除去した場合、誘導によって生じた細胞

塊からはメリステムを含む新たな葉状体が発生した（図 26D）。これらの結果から、MpLAXR

の過剰発現は細胞リプログラミングを誘導し、新たな幹細胞形成能をもつ未分化な細胞を

生み出すことが示唆された。 
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図 26 MpLAXR の誘導により幹細胞形成能をもつ細胞が形成される 

（A）野生型株（WT）およびproMpE2F:XVE>>MpLAXR株（#3および#6）の無性芽を5 

μM Est含有あるいは非含有培地で14日間培養した。通常は細胞分裂をしない領域に生

じた細胞塊を角括弧で示す。各区10個体について実験を行い、そのうちの代表例1個を

図に示した。スケールバーは2 mmを示す。（B）走査型電子顕微鏡（SEM）による、5 

μM Estで14日間培養した proMpE2F:XVE>>MpLAXR株（#3および#6）の観察。スケー

ルバーは100 μmを示す。各株3個体について観察を行い、そのうちの代表例1株を図に

示した。（C）WTおよびproMpE2F:XVE>>MpLAXR株（#3、#6）の無性芽を5 μM Est含

有あるいは非含有培地で3日間培養しEdUアッセイを行った。EdUをAlexa Fluor 555で

検出した画像（赤色）、明視野と重ね合わせた画像、および赤色の四角で示す領域の拡

大図を示す。各区3個体について実験を行い、そのうちの代表例1個を図に示した。ス

ケールバーは1 mm、または100 μm（拡大図）を示す。（D）proMpE2F:XVE>>MpLAXR

株（#3、#6）の無性芽を5 μM Est含有培地で14日間培養後洗浄し、さらに5 μM Est含

有（+ Est）あるいは非含有（-Est）培地で14日間培養した。実験法を模式的に示すと

ともに、14日目、28日目の写真、およびSEM画像を示す。各区10個体について実験を

行い、そのうちの代表例1個を図に示した。スケールバーは2 mm（写真）、100 μm（SEM）

を示す。 

 

 

 

 

 

 



45 

 

切断後に生じるサイトカイニン量の変動 

 植物ホルモンサイトカイニンは植物の発生や組織再生においてオーキシンと相乗的、あ

るいは拮抗的に働くことはよく知られている。また、シロイヌナズナにおいて傷シグナルが

誘導する WIND1 の下流で発現する ESR1/DRN はサイトカイニンによって制御される(Banno 

et al., 2001; Iwase et al., 2017)。そこで、再生過程におけるサイトカイニン濃度の定量を上記

IAA の定量と同様に行った。活性型サイトカイニンのうち、ゼニゴケにおいて主要なサイト

カイニンである cis-zeatin（cZ）(Aki et al., 2019a)のみ非常に低いレベルで検出された（図 27）。

切断後頂端側および基部側断片ともに cZ 濃度は減少していたが、基部側断片の方がより急

激に減少していた（図 27）。興味深いことに、サイトカイニン前駆体である cis-zeatin riboside 

phosphates (cZRPs)の濃度は基部側において大きく減少していた（図 27）。 
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図 27 再生過程における内生サイトカイニンの定量 

図 9A と同様に cis-zeatin (cZ)、cis-zeatin riboside (cZR)、cis-zeatin riboside phosphates 

(cZRPs)、 trans-zeatin riboside (tZR)、 trans-zeatin riboside phosphates (tZRPs)、

isopentenyladenine riboside (iPR)、および isopentenyladenine riboside phosphates 

(iPRPs) の定量結果を示す。活性型サイトカイニンの trans-zeatin および

isopentenyladenine は検出限界を下回っており検出できなかった。バーは SE を示す。

n = 3。アスタリスク（*）で示す区は n = 1。 
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サイトカイニン濃度の変動がサイトカイニン生合成遺伝子および代謝遺伝子の発現変動

によるものかを、上述再生過程における RNA-seq 解析および qRT-PCR によって検証した。

サイトカイニン生合成遺伝子 LONELY GUY (LOG)（Kurakawa et al., 2007）のゼニゴケオーソ

ログ遺伝子 MpLOG の発現は、基部側断片において切断 6 時間後以降に上昇し、切断 12 時

間後に最も高くなっていたが、頂端側断片では大きな変動は見られなかった（図 28A, B）。

この MpLOG の発現上昇はサイトカイニン前駆体量の減少に関与している可能性が示唆さ

れた。また、NAA 添加によって MpLOG の基部側での発現上昇が部分的に抑制されたこと

から、再生過程において MpLOG はオーキシンによる制御を受ける可能性が示唆された。一

方で、cytokinin-inactivating cytokinin oxidase (CKX)（Schmülling et al. 2003)のゼニゴケオーソ

ログ遺伝子 MpCKX1 が基部側断片でより強く発現上昇し、また NAA の添加による抑制を

受けることがわかった（図 28A）。 この発現誘導も活性型サイトカイニン量の減少と相関が

ある可能性が考えられた。これらの結果から、切断 6 時間目以降の再生過程において基部側

断片ではオーキシンの制御下でサイトカイニン前駆体から活性型サイトカイニンへの生合

成、また活性型サイトカイニンの不活性化がどちらも起こっており、サイトカイニンの代謝

が活性化している可能性が考えられた。 

 

 

 

図 28 再生過程におけるサイトカイニン関連遺伝子の発現パターン 

（A）再生過程におけるサイトカイニン関連遺伝子の発現プロファイルをヒートマップ

で示す。（鈴木秀政博士による解析）。（B）野生型株の頂端側および基部側断片を 1 μM 

NAA 含有あるいは非含有培地で培養後、図 7 で示すようにサンプリングし、MpLOG

の相対発現量を qRT-PCR により定量した。MpEF1 を内部標準として使用した。バー

は SE を示す。バーの上のアルファベットは Tukey-Kramer 検定において P < 0.05 

で有意差のあるグループを示す。n = 3。  
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考察 

ゼニゴケの再生におけるオーキシンの役割 

本研究においてゼニゴケの葉状体再生過程は内生オーキシン量の低下によって誘導され

ることを示した（図 29）。これにより頂端メリステムを切除した切断面において細胞リプロ

グラミング因子 MpLAXR の発現が誘導され、幹細胞形成能をもつ未分化な細胞を生み出す

ことを明らかにした。NAA 処理による MpLAXR の発現抑制やオーキシン生合成阻害剤処理

による MpLAXR の発現上昇から、オーキシンが MpLAXR 発現を負に制御していることが強

く示唆された。シロイヌナズナの SAM において ARF5/MONOPTEROS を介したオーキシン

信号伝達が ESR1/DRN を抑制するということが知られており、進化を通して保存された制

御機構であることが考えられた(Luo et al., 2018)。数分という AUX/IAA タンパク質の半減期

の短さからすると、切断後数時間での内生オーキシン量の減少は MpLAXR の転写応答を引

き起こすために十分であろう。通常の葉状体においては MpLAXR の発現はオーキシン応答

性の転写抑制因子によって抑制されており、頂端部の切除によって生じるオーキシン信号

伝達レベルの低下により抑制因子が減少することで MpLAXR の発現が上昇すると推測され

る。 

オーキシン生合成遺伝子 MpTAA の発現は切断後に一時的に減少していたが、MpYUC2 の

発現は減少しなかった（図 10）。切断後のこの 2 遺伝子の発現変動が内生オーキシン量の減

少に部分的に寄与している可能性は考えられる。しかしながら、頂端側においてもどちらの

遺伝子も発現が減少したことから、遺伝子発現変動のみによって説明することはできない。

基部側断片の切断面付近においてオーキシンの化学修飾による不活化、あるいはオーキシ

ンの排出による輸送が生じ、オーキシン濃度が一過的に減少している可能性が考えられる。 

ゼニゴケにおいて、オーキシン生合成遺伝子 MpTAA の機能欠損株 (Eklund et al., 2015) や

オーキシン不活化酵素の過剰発現体 (Flores-Sandoval et al., 2015)、また MpIAAmDIIによるオ

ーキシン信号伝達抑制によって正常な葉状体が発生せず、細胞塊様の表現型を示すように

なる（Kato et al., 2015）。このことから、ゼニゴケにおいてオーキシンは細胞の分化状態の確

立、あるいは維持に関与すると考えられる。本研究で明らかにしたオーキシン量の減少によ

って細胞リプログラミングが引き起こされるという現象は、オーキシンによって維持され

ていた分化状態を MpLAXR の発現誘導を介して変化させているものと考えられる。 

基部側断片において切断 3 時間後に一過的に急減した内生オーキシン量は切断 24 時間に

かけて元の内生量にまで回復していった（図 9A）。基部側断片においてオーキシン生合成遺

伝子 MpTAA および MpYUC2 の発現量は切断 6 時間後以降上昇しており（図 10）、内生オー

キシン量の増加に寄与する可能性が考えられた。細胞リプログラミング過程を経て切断 24

時間後以降に細胞周期が進行し増殖した細胞が再び分化し新たな組織を形成すると考えら

れる。この細胞分化へ向かう過程において切断前と同レベルの内生オーキシン量が必要と

なる可能性が考えられた。 
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図 29 ゼニゴケにおける葉状体再生の制御経路モデル 

（A）通常の発生中の葉状体において頂端メリステムで生合成されたオーキシンは基部

側へ求基的に輸送され、そこで MpLAXR の発現をオーキシン信号伝達を介して負に

制御していると考えられる。（B）頂端部を切除すると傷シグナルや内生オーキシン量

の一過的な減少が生じる。内生オーキシン量が低下することにより MpLAXR の発現

が誘導され、傷シグナルとともに細胞リプログラミングを引き起こすと考えられる。 

 

 

 

再生におけるオーキシン以外の植物ホルモンの役割 

シロイヌナズナにおいて WIND1 は傷シグナルに応じて発現し、ESR1/DRN の発現を直接

制御する。この発現制御にはサイトカイニン信号伝達も関与することが報告されている

(Banno et al., 2001; Iwase et al., 2017)。切断後の基部側断片において、サイトカイニン前駆体

cZRPs および活性型サイトカイニン cZ 量はともに減少し（図 27）、サイトカイニン生合成

遺伝子 MpLOG およびサイトカイニン代謝酵素遺伝子 MpCKX1 の発現が上昇したことから

（図 28）、サイトカイニンの代謝が基部側断片において活性化されることが予想された。

MpLOG および MpCKX1 の発現上昇はオーキシン外部添加により抑制されたことから、サ

イトカイニンの代謝活性変動はオーキシンの制御下にある可能性が考えられる。これらの

結果から、MpLAXR の発現誘導はサイトカイニンではなく、オーキシンの減少によるものと

考えられるが、MpLAXR の発現制御とサイトカイニンとの直接的な関連についての検証は

今後の課題である。 

また、オーキシン濃度の変動が切断直後の 3 時間後に最も大きくなっていたのに対し、活

性型サイトカイニンやサイトカイニン前駆体の変動は切断 24 時間に最も大きくなっていた

（図 9A; 図 27）。被子植物のカルスからのシュート再生において、多能性を獲得したカルス

から組織が再分化する過程においてサイトカイニンが重要な役割を持つことが報告されて



50 

 

いる(Higuchi et al., 2004; Sakai et al., 2001)。ゼニゴケのサイトカイニン信号伝達は発生過程

において様々な器官形成に関わることが報告されている(Aki et al., 2019a, 2019b)。これらの

ことから、ゼニゴケの葉状体再生の細胞のリプログラミング過程が進行し、その後活性化し

たサイトカイニン信号伝達経路が器官形成過程に関与する可能性も考えられる。 

根端メリステムの再生過程において傷害応答性の ERF109 および ERF115 はジャスモン酸

信号伝達による制御を受ける(Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2019)。また、組織癒合過程にお

いて花茎の切断面の下部でRAP2.6Lはジャスモン酸によっても発現が調節される(Asahina et 

al., 2011)。これらのことから、再生過程においてオーキシンのみならず、複数の植物ホルモ

ンによる複雑な制御機構が存在すると考えられる。ゼニゴケは被子植物がもつジャスモン

酸信号伝達経路の原型を保持しており、jasmonoyl-isoleucine の前駆体である dinor-12-oxo-

phytodienoic acid（dinor-cis-OPDA）をリガンドとしている (Monte et al., 2018)。今後、切断後

の dinor-cis-OPDA の定量をすることで、ジャスモン酸経路を介した傷害応答および再生過

程における機能が明らかになることが期待される。 

 

 

MpLAXR と傷応答性遺伝子 

 頂端側断片の切断面領域において MpLAXR は誘導されないこと、基部側断片を四角く切

断した際の頂端側以外の切断面で MpLAXR プロモーターの発現は検出されていないことか

ら（図 15; 図 18）、MpLAXR の発現誘導は傷応答性ではないと考えられる。しかしながら、

NAA 処理をした基部側断片においても MpLAXR は弱いながらも発現しており、傷シグナル

が部分的に発現を誘導している可能性も考えられる。傷シグナルが直接的に MpLAXR の発

現を誘導するのかどうかの検証は今後の課題である。Mplaxr 変異体において再生芽は遅れ

るものの形成されることから（図 21）、細胞リプログラミングに関わる別経路が存在すると

考えられる。ゼニゴケには AP2/ERF 転写因子が 30 遺伝子存在し、クラス I に属する WIND1

（MpERF2/Mp7g13760）とクラス X に属する ERF109、 ERF115、および ERF113/RAP2.6L 

（MpERF9/Mp4g17430、MpERF21/Mp5g22160、および MpERF22/Mp6g11770)をもつが、

STEMIN はもたない(Bowman et al., 2017; Ishikawa et al., 2019)。シロイヌナズナにおいて傷害

応答性を示す WIND1 と近縁のゼニゴケ MpERF2 は切断後に大きな発現変動を示さなかっ

たことから（図 16）、シロイヌナズナとは異なる機能を持つものと考えられる。MpERF9、

MpERF15、MpERF21 は頂端側および基部側断片ともに切断後大きく発現上昇しており、傷

応答性であることが示唆される（図 16）。これらの AP2/ERF 転写因子や、RNA-seq のクラ

スタリング解析でC2に含まれていた遺伝子が傷シグナルを伝達している可能性が示唆され

る。また、これらの遺伝子は MpLAXR の発現が大きく上昇する切断 6 時間よりも早く切断

後直ちに発現上昇していた（図 16）。これらことから、これらの傷害応答性遺伝子による

MpLAXR の発現制御機構が存在する可能性も考えられる。 
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再生芽形成の極性 

ゼニゴケの再生芽は基部側断片の中肋付近の頂端側切断面でのみ形成されるという極性

があるが（図 4; Nishihama et al., 2015）、この分子機構についてはまだ明らかになっていない。

先行研究から、中肋周辺の細胞は葉状体周縁部の細胞と比較して小さいように見受けられ

るという観察結果が報告されている(Nishihama et al., 2015)。この中肋周辺の細胞の形態や性

質の差により細胞リプログラミングが生じやすくなっている可能性が考えられる。 

興味深いことに、基部側断片において異所的に MpLAXR を過剰発現すると、頂端側以外

の切断面からも再生芽が生じた（図 25）。また、MpLAXR プロモーター活性は頂端側断片の

切断面付近で限定的に検出された（図 18）。これらのことから、MpLAXR の発現領域が頂端

側断片の切断面付近に限定されることが、再生芽形成の極性を生む一つの要因である可能

性が考えられる。 

また、先行研究においてスクロースが基部側断片の細胞周期を促進することが報告され

ている(Nishihama et al., 2015)。ゼニゴケ葉状体ではスクロースが求頂的に輸送されることが

知られており(Rota and Maravolo, 1975)、このスクロースの極性輸送も再生芽形成の極性を生

み出す原因の一つである可能性が考えられる。 

オーキシンは植物体内で濃度勾配を形成し、成長軸方向を決定づける(Friml, 2003; Leyser, 

2005)。ゼニゴケの葉状体再生において、頂端側断片と基部側断片の二つの切断面領域での

オーキシンを介した異なる応答制御は、シロイヌナズナの花茎切断後の内生オーキシン量

変動による組織癒合制御と類似している(Asahina et al., 2011)。本研究により、植物が自身の

損傷を頂端メリステムから供給される内生オーキシン量の変動により感知し、細胞リプロ

グラミングを引き起こす仕組みを進化的に保持していることが示唆された。 

 

 

頂芽優勢機構の進化 

陸上植物の進化の過程で初期に分岐した維管束植物は二叉分枝する形質を獲得し、さら

に腋生の分枝機構が進化していったと考えられる(Harrison, 2017; Sussex and Kerk, 2001; 

Tomescu et al., 2014)。その後、頂芽の成長を優先させ、腋芽の休眠状態を維持しその成長を

制御する頂芽優勢機構が確立したと考えられる(Aarssen, 1995; Domagalska and Leyser, 2011; 

Harrison, 2017)。維管束植物の頂芽優勢機構において茎頂からのオーキシンの供給が途絶え

ることで、既に形成されていて休眠状態にある腋芽が活性化することが古くから知られて

いる(Thimann and Skoog, 1934)。頂端から輸送されるオーキシンがサイトカイニン等の植物

ホルモンとともに腋芽の成長を制御することが報告されている (Crawford et al., 2010; 

Prusinkiewicz et al., 2009; Shinohara et al., 2013)。 

コケ植物の胞子体は通常は分枝をしないが、蘚類ヒメツリガネゴケの胞子体においては

オーキシン極性輸送機構を撹乱すると分枝が起こることが報告されている(Bennett et al., 

2014; Fujita et al., 2008)。また、ヒメツリガネゴケの配偶体はオーキシンを介した頂端メリス



52 

 

テムによる側生器官の形成抑制機構を持つ(Coudert et al., 2015; Von Maltzahn, 1959)。 

苔類ゼニゴケの配偶体世代である葉状体において、オーキシンは頂端メリステムから求

基的に輸送されており、頂芽優勢機構を持つと考えられてきた(Binns and Maravolo, 1972; 

Gaal et al., 1982)。ゼニゴケの再生は分化した細胞のリプログラミングを引き起こし新たに幹

細胞を形成する、という点では維管束植物の頂芽優勢機構とは異なる。しかし、ゼニゴケの

葉状体再生も頂端切除が引き金となり内生オーキシン量の低下が再生を誘導することから、

頂端の成長を優先させる頂芽優勢機構に類似した制御機構であると考えられる。これらの

ことから、オーキシンを介した頂芽優勢制御機構はコケ植物を含む陸上植物に広く保存さ

れていることが示唆される。 

 

ゼニゴケの再生機構と維管束植物の腋芽形成機構の類似性 

近年になって、シロイヌナズナの腋芽メリステム形成に ESR1/DRN が関与することが報

告されている(Shi et al., 2016; Zhang et al., 2018)。茎頂メリステムにおいて、腋芽メリステム

形成の鍵となる因子 SHOOTMERISTEMLESS (STM)の発現量は、オーキシンの制御を受け低

レベルで維持されている(Shi et al., 2016; Zhang et al., 2018)。葉原基が成長を開始すると、茎

頂メリステム内に内生オーキシン量が減少したオーキシン濃度極小領域が形成され、内生

サイトカイニン量の上昇とともに腋芽メリステム形成の引き金となる(Wang et al., 2014a; 

Wang et al., 2014b)。オーキシン濃度極小領域内において、ESR1/DRN は STM の発現を上昇

させ、腋芽メリステムの確立に寄与する(Cao and Jiao, 2020; Shi et al., 2016; Zhang et al., 2018)。 

本研究では、ゼニゴケの再生過程において、シロイヌナズナ ESR1/DRN と同じクラス VIIIb

に属する AP2/ERF 転写因子 MpLAXR の発現が内生オーキシン量の減少に応じて上昇し、新

たな幹細胞新生過程が進行することを示した。シロイヌナズナ ESR1/DRN はシュート再生

およびオーキシン濃度極小領域における腋芽メリステムの形成に関与することから、これ

ら 2 つの遺伝子が類似した機能や発現制御機構を持つ可能性が示唆された。今後、低オーキ

シンレベルに応じて発現する AP2/ERF ファミリークラス VIIIb に属する転写因子の詳細な

機能を解析することで、陸上植物における幹細胞新生制御と頂芽優勢機構の関わりや分子

機構について新たな知見が得られると期待される。 
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材料と方法 

使用した植物と培養条件 

苔類ゼニゴケの野生型株として Takaragaike-1 (Tak-1) (Ishizaki et al., 2008)を用いた。胞子

形質転換には Takaragaike-2 (Ishizaki et al., 2008)と Tak-1 の交配により取得した F1 胞子を用

いた。特に断りのない限り、ゼニゴケは 1%寒天含有の 1/2 Gamborg’s B5 培地 (Gamborg et 

al., 1968)上にて恒常白色光条件（50-60 µmol photons m-2 s-1; OPT-40C-N-L, Optrom）、22℃の

条件下で培養した。 

 

形質転換体の作出 

・proMpLAXR:tdTomato-NLS 株 

MpLAXR プロモーターレポーター株の作出のために、野生型株のゲノム DNA を鋳型に

MpLAXR プロモーター領域を MpLAXR_F1/MpLAXR_R1 のプライマーセットを用いて

PCR で増幅した。得られた DNA 断片を pENTR/D-TOPO ベクター  (Thermo Fisher 

Scientific)にクローニングし、pENTR/D-TOPO_proMpLAXR を作出した。得られたエント

リークローンを pMpGWB116 ベクター (Ishizaki et al., 2015)に LR Clonase Ⅱ (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて導入し、pMpGWB116_proMpLAXR を作出した。作出した発現ベクター

を F1 胞子に形質転換した(Ishizaki et al., 2008)。 

 

・Mplaxrge株 

MpLAXR 機能欠損株は、ゼニゴケ用に確立された CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術(Sugano et 

al., 2018; Sugano and Nishihama, 2018)により作出した。AP2 ドメイン内に設計した gRNA

標的配列およびそのアンチセンス配列をコードする一本鎖オリゴDNAをアニールして得

ら れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ DNA (MpLAXR_gRNA1_A/MpLAXR_gRNA1_B お よ び

MpLAXR_gRNA2_A/MpLAXR_gRNA2_B)を pMpGE_En03 (Sugano et al., 2018)の Bsa I サイ

トにクローニングした。使用したオリゴ DNA は表 2 に記載した。得られた gRNA 発現カ

セットをそれぞれ pMpGE010 ベクター(Sugano et al., 2018)に LR Clonase Ⅱを用いて導入し、

pMpGE010_MpLAXR_gRNA1 および pMpGE010_MpLAXR_ gRNA2 を作出した。得られた

CRISPR ベクターを野生型株の葉状体切断片に導入した(Kubota et al., 2013)。形質転換体

の MpLAXR 遺伝子配列にゲノム編集が起こったことを確認するため、形質転換体ゲノム

DNA を 鋳 型 に 、 gRNA1 お よ び gRNA2 の 標 的 配 列 を 含 む 領 域 を

MpLAXR_pro_F3/MpLAXR_cds_R2 のプライマーセットを用いて PCR で増幅した。増幅

した PCR 産物の配列を BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific)を用いてダイレク

トシーケンスした。gRNA1 および gRNA2 それぞれの導入によって取得した Mplaxr-1ge お

よび Mplaxr-2ge 株にフレームシフト変異が生じていることを確認した。 
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・gMpLAXRresist/Mplaxrge 株 

Mplax-1ge 変異株の相補株を取得するために、MpLAXR_gRNA1 抵抗性になるようにコー

ドするアミノ酸配列を変えることなく塩基置換した MpLAXR プロモーターから 3’UTR ま

で を 含 む 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ま ず 、 ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 に

MpLAXR_pro_F2/MpLAXR_gRNA1_resist_R お よ び MpLAXR_gRNA1_resist_F 

/MpLAXR_3utr_R のプライマーセットを用いて PCR によって塩基置換を導入した 2 つの

断 片 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 2 つ の PCR 断 片 を 合 わ せ て 鋳 型 と し 、

MpLAXR_pro_F2/MpLAXR_3utr_R のプライマーセットを用いて overlap extension PCR を

行った。増幅された DNA 断片を pENTR/D-TOPO ベクターにクローニングした。さらに、

得られたエントリーベクターの NotⅠ–PmaCⅠサイトに、上記 pENTR/D-TOPO_proMpLAXR 

より切り出した 4.3-kb のプロモーター領域を含む NotⅠ–PmaCⅠ断片を連結し、pENTD/D-

TOPO_proMpLAXR:gMpLAXRresist を作出した。得られたエントリークローンを

pMpGWB301 (Ishizaki et al., 2015)に LR Clonase II を用いて導入した。得られた

pMpGWB301_proMpLAXR:gMpLAXRresist ベクターを Mplaxr-1ge 変異株の葉状体切断片

に形質転換した(Kubota et al., 2013)。 

 

・proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株 

MpLAXR の誘導過剰発現株を作出するため、野生型ゲノム DNA を鋳型に MpLAXR の CDS

領域を MpLAXR_cds_F1/MpLAXR_cds_R のプライマーセットを用いて増幅し、pENTR/D-

TOPO ベクターにクローニングした。得られた pENTR/D-TOPO_MpLAXR_cds ベクターを

pMpGWB168 (黄瀬修士論文 2017; 吉竹未発表)に LR Clonase II を用いて導入した。作出

した pMpGWB168_MpLAXR 導入ベクターを野生型株の葉状体切断面に形質転換した

(Kubota et al., 2013)。 

 

再生実験 

野生型株、proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株 (Kato et al., 2015)、proMpLAXR:tdTomato-NLS 株、

Mplaxr-1ge 変異体株、Mplaxr-2ge 変異体株、および proMpLAXR:gMpLAXRresist/Mplaxr-1ge 株を

用いた再生実験は 10 日目の葉状体を用いて行った。Mparf1-4 株 (Kato et al., 2017)を用いた

再生実験は、植物体の成長速度が遅いため、20 日目の葉状体を用いて行った。図 3 で示す

ように、葉状体をプラスチックシャーレ上でメスを用いて切断し、切り出した頂端側および

基部側断片を上記通常生育条件下で培養した。オーキシン添加実験では、 切断片を 1 M の

NAA 含有あるいは非含有培地上で培養した。proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を用いたオーキンシ

グナル抑制条件下での再生実験は、切断片を 10 M Dex 添加あるいは無添加の 1 MのNAA

含有あるいは非含有培地上で培養した。proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株を用いた一過的誘導発

現の再生実験は 10 日目葉状体を用い、前処理として 5 M Est 溶液あるいは Moch 溶液に浸

漬したのち 5 M Est 含有あるいは非含 Moch 培地へ移し 8 時間培養した。顕微鏡写真は実
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体顕微鏡 SZX16（オリンパス）を用い DP20 CCD カメラで撮影した。広角の写真は EOS 

Kiss X3 (キャノン)で撮影した。 

 

EdU 染色 

細胞周期 S 期進入細胞の可視化のために、Click-iT EdU Imaging Kits (Thermo Fisher 

Scientific)を使用し、付属のプロトコルおよび先行研究に従って行った(Nishihama et al., 2015)。

野生型株の 10 日目葉状体より切り出した基部側断片は 1 M の NAA 含有あるいは非含有

培地上、通常生育条件下で培養した。各タイムポイントにおいて切断片をマイクロタイタプ

レートに移し、20 M の EdU を添加した 1 M の NAA 含有あるいは非含有 1/2 Gamborg’s 

B5 液体培地中で 8 時間培養した。Mplaxr-1ge 変異株の切断片は各タイムポイントから 20 M

の EdU を添加した 1/2 Gamborg’s B5 液体培地中で 8 h 培養した。組織を 3.7%ホルムアルデ

ヒド含有 phosphate buffer saline (PBS)中で 1 時間処理し固定した。0.5％ Trion X-100 含有 PBS

中で 20 分間膜透過処理を行った後、Alexa Fluor 488-azide 含有 Click-iT 反応液中で 1 時間染

色した。3％ bovine serum albumin 添加 PBS および PBS で洗浄した後、1 g ml-1 DAPI 含有

PBS 中で 1 晩遮光して DNA を染色し、PBS で 2 回洗浄した後観察に供した。 

野生型株および proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株ジェンマリングは 5 M の Est 含有あるいは

非含有培地で 2 日間生育させたのち、マイクロタイタプレートに移し、20 M の EdU を添

加した 5 M の Est 含有あるいは非含有 1/2 Gamborg’s B5 液体培地中で 24 h 培養した。上記

と同様に固定、膜透過処理を行った後、Alexa Fluor 555-azide 含有 Click-iT 反応液中で 1 時

間染色し、同様に洗浄した。 

BZ-X710（キーエンス）を用いて観察し、DAPI、Alexa Fluor 488 および 555 の蛍光をそれ

ぞれ DAPI (OP-87762)、 GFP (OP-87763)、および TRITC (OP-87764)フィルタキューブを用

いて検出した。相対的な EdU が検出された相対面積は、取得した蛍光画像を ImageJ/Fiji 

(Schindelin et al., 2012; Schneider et al., 2012)を用いて二値化して測定した面積を、計測した切

断片 1 つの面積値で割って算出した。 

 

植物ホルモン定量 

野生型株の 10 日目葉状体を頂端側および基部側の 2 つに切断し、1/2 Gamborg’s B5 培地

上で培養した。切断後 0、3，6，12 および 24 時間後に図 7 で示すように切断面から 1 mm

ほどの領域をさらに切り取り 30 切片（新鮮重 30–60 mg）を収集した。各条件について 3 反

復のサンプルを定量に供した。 

以降の操作は理化学研究所の榊原均博士、小嶋美紀子氏並びに竹林裕美子氏に依頼して

行っていただいた。IAA およびサイトカイニン関連物質は ultra-high-performance Plant & Cell 

Physiology liquid chromatography-quadrupole orbitrap mass spectrometer (UHPLC/Q/Exactive; 

Thermo Scientific) および ultra-performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass 
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spectrometer (ACQUITY UPLC System/XEVO-TQS; Waters)を用いて Kojima and Sakakibara 

(2012)および Shinozaki et al. (2015)で報告されている手法に従って定量した。 

 

RNA-seq 解析 

野生型株の 10 日目葉状体を図７で示すように頂端側および基部側断片の 2 つに切断し、

1 μM NAA 含有あるいは非含有 1/2 Gamborg’s B5 培地上で培養した。NAA 非含有培地で切

断後 0、1，3，6，12 および 24 時間培養した頂端側および基部側切断片、および NAA 含有

培地で切断後 1、3，6 時間培養した基部側断片から、図 7 で示すように切断面から幅 1 mm

ほどの領域をさらに切り取り 30 切片（新鮮重 30–60 mg）を収集した。RNeasy Plant Mini kit 

(Qiagen)を用いて RNA を抽出した。各条件について 3 反復のサンプルを RNA-seq 解析に供

した。 

NAA 無添加の 0、3、12、24 時間サンプルは山岡尚平准教授の指導のもと TruSeq RNA 

Sample Prep Kit v.2 (Illumina)を用いてシーケンスライブラリーを調整した。以降、基礎生物

研究所生物機能情報分析室の重信秀治教授、山口勝司博士に依頼し、Illumina HiSeq1500 を

用いて 126-nt のシングルエンドシーケンシングを行っていただいた。 

NAA 無添加の 1、6 時間サンプルおよび NAA 添加の 1、3、6 時間基部側断片のサンプル

は株式会社マクロジェン・ジャパンに外注してライプラリー調整、NovaSeq6000 を用いてペ

アエンドシーケンシングを行った。 

RNA-seq データ（BioProject number PRJDB12610 (DRX319152–DRX319190)）は DDBJ 

(https://www.ddbj.nig.ac.jp/dra/)にて取得可能である。 

以下の解析は鈴木秀政氏に行っていただいた。RNA-seq の生データはデフォルトの設定

の fastp version 0.20.1 (Chen et al., 2018)で処理し、ゼニゴケゲノム v.5.1_r1 (MarpolBase, 

https://marchantia.info; Montgomery et al., 2020)に STAR v2.6.1c (Dobin et al., 2013)を用いてマ

ッピングした。Rsubread package v2.2.6 (Liao et al., 2019) 内の featureCounts 関数を用いてリ

ードカウントを行った。 

主成分分析解析は全遺伝子の発現データを log2変換し、 DESeq2 package v1.28.1 (Love et 

al., 2014)内の plotPCA 関数を用いて行った。切断 0 時間との二群間比較は DESeq2 package

内の DESeq 関数を用いて Wald test により行った。 

オーキシン応答遺伝子は公開されている 2,4-D 処理した葉状体の RNA-seq データ

(SRR5905091, SRR5905092, SRR5905097 SRR5905098, SRR5905099, SRR5905100; Mutte et al., 

2018)を SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)より取得した。フィッシャーの正確確率検定は

R v4.0.0 (https://www.R-project.org/) の fihser.test 関数を用いて切断 0 時間と比較し(adjusted P-

value  <  0.001)、オーキシン応答性かつ切断による上昇あるいは減少遺伝子であるかを評

価した。 

クラスター解析はclust v1.12.0 (Abu-Jamous and Kelly, 2018)を使用した。GO termsはNetGO 

v2.0 (You et al., 2019)、Argot2 (Falda et al., 2012)、PANNZER2 (Törönen et al., 2018)、および

https://www.ddbj.nig.ac.jp/dra/
https://marchantia.info/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://www.r-project.org/
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DeepGOPlus v1.0.1 (Kulmanov and Hoehndorf, 2020)を使用し、ゼニゴケゲノムversion 5.1_r1に

アノテーションされた。アノテーションデータベースは、MarpolBaseのアノテーション情報、

Hernández-García et al. (2021)にて報告されたアノテーション情報、および川村省吾氏作成の

アノテーション情報を合わせ、重複を除いた後 AnnotationForge package v1.30.1 

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/AnnotationForge.html)を用いて構築した。

GO terms enrich解析はclusterProfiler package v3.16.1 (Yu et al., 2012)内のenrichGO関数を使用

し て 各 ク ラ ス タ ー に 対 し て 行 っ た 。 濃 縮 し た GO term は rrvgo package v1.0.2 

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/rrvgo.html) 内 の calculateSimMatrix 関 数 、

reduceSimMatrix関数を使用してまとめた。 

 

qRT-PCR 

各実験において、下記のようにサンプリングした組織を用いて qRT-PCR を行った。各条件

について 3 反復のサンプルを定量に供した。 

 

・切断片における発現解析 

野生型株および Mplaxr-ge 株切断片から各タイムポイントにおいて図 7 で示すように切断

面領域から切り出した 20 切片から RNA を抽出した。 

 

・proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株を用いた発現定量 

野生型株および proMpIAA:MpIAAmDII-GR 株の 10 日目葉状体を 10 M Dex 溶液あるいは

mock 溶液に浸して減圧条件下で 10 分おいた。10 M Dex 含有あるいは非含有寒天培地上

へ移して 12 時間培養し、1 個体から RNA を抽出した。 

 

・proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株の発現誘導後の定量 

5 M Est 含有あるいは非含有 1/2 Gamborg’s B5 培地上で 2 週間生育させた

proMpE2F:XVE>>MpLAXR 株ジェンマリング 3 個体から RNA 抽出を行った。 

 

・オーキシン生合成阻害剤処理サンプルの発現解析 

野生型株の無性芽を 10 M PPBo (Kakei et al., 2015)、10 M yucasin (Nishimura et al., 2014) 

および 100 M L-Kynurenin (He et al., 2011)含有 1/2 Gamborg’s B5 培地上で 3 日培養したお

よそ 200 個体から RNA を抽出した。 

 

採取したサンプルを液体窒素で凍結・破砕し、TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific)を用

いて付属のプロトコルに従って RNA 抽出を行った。得られた RNA を RNase-Free DNase 

(Qiagen)で処理を行った。逆転写反応には 0.5-1.0 g の RNA を使用し、ReverTraAce (Toyobo)

を用いてオリゴ(dT)で逆転写を行った。CFX96 Touch リアルタイム PCR 解析システム(Bio-

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/AnnotationForge.html
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Rad)を用いて SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Lonza)によって二本鎖 DNA 合成を測定し

た。MpEF1 を内部標準として用いた。反応は 95℃・30 秒の後、95℃・5 秒、60℃・30 秒を

40 サイクル行った。使用したプライマーは表 2 に記載した。 

 

Est 誘導後の proMpE2F:XVE>>MpLAXR株の Est 除去実験 

図26 D模式図で示すように、proMpE2F:XVE>>MpLAXR株の無性芽を5 μM Est含有培地で14

日間培養後した。植物体を培地から取り出してコニカルチューブに移し、滅菌水で3回洗浄

した。5 μM Est含有（+ Est）あるいは非含有（-Est）培地に移し14日間培養した。 

 

葉状体面積の定量 

葉状体は背側から撮影した画像を ImageJ/Fiji を用いて青色のチャンネル画像を二値化し、

Measure ツールを使用して定量した。再生芽の面積は 0 日目および 7 日目に撮影した画像か

ら同様に面積を定量し、7 日目の面積から 0 日目の切断片の面積を引き再生した葉状体の面

積とした。 

 

SEM による観察 

SEM による観察は、Nishihama et al. (2015)で記述されているように植物体を液体窒素で凍結

し TM3000（日立ハイテク）を用いて観察した。 
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表 2 実験に用いたオリゴ DNA 配列 

 

 

  

Name Sequences (5'-3') 

MpLAXR_pro_F1 caccAGATCTCGAGGCCTCCCTCG 

MpLAXR_pro_F2 caccCCAGCATTCGTACACGGTAGG 

MpLAXR_cds_F1 caccATGGTGGGGAGGAAGCTGG 

MpLAXR_R1 CCTTTTTTCGCCCAGCTTCCTC 

MpLAXR_cds_R TTACATGAGTGGGGGAACTAAAAG 

MpLAXR_3utr_R GACGCTGCGAGGAAGACTTTTG 

MpLAXR_pro_F3 TTATATAGCGAGACCCGGCC 

MpLAXR_cds_R2 ATTGCTGTTGCTGCTGGTGC 

MpLAXR_gRNA1_resist_F TACCGCGGAGTCAGACGCAGACCCTGGGGCCGATATGCTGC 

MpLAXR_gRNA1_resist_R TCTGCGTCTGACTCCGCGGTACCTCCCATCTCGACTCCGC 

MpLAXR_gRNA1_A ctcgTATCGAGGGGTGCGACGA 

MpLAXR_gRNA1_B aaacTCGTCGCACCCCTCGATA 

MpLAXR_gRNA2_A ctcgGGCTGGGGACGTTCGACA 

MpLAXR_gRNA2_B aaacTGTCGAACGTCCCCAGCC 

MpEF1-qPCR-F1 AAGCCGTCGAAAAGAAGGAG 

MpEF1-qPCR-R1 TTCAGGATCGTCCGTTATCC 

MpCYCD-qrt-F1 ATAGAATCGCCCCTTTGAGC 

MpCYCD-qrt-R1 GCCTCCAGCTTTGTTTATCGTC 

MpWIP-qPCR_F1  GGTCGAGTGACCTTTGATCG 

MpWIP-qPCR_R1  GTGGCTGGCTGGATAGTTGG 

MpLAXR_qPCR_F CACAGCCTCCAGATGCACTTC 

MpLAXR_qPCR_R GAAGAAAGCCTCGTCGTGACC 

MpLOG_qPCR_F1 CCGTGTACCCATTCAATCTGC 

MpLOG_qPCR_R1 CAAACCCTTGTCCACAACACC 

MpTAA_qPCR_F1 TCGTAGCAATCTAGCTTCAGCAC 

MpTAA_qPCR_R1 TCGTCGCCCTTGCTATAACC 

MpYUC2-qPCR-F1 AGATTGCCGCCCGAAAG 

MpYUC2-qPCR-R1 TGGTTGGCAGACCACATGC 
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