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研究成果の概要（和文）：近年の研究より, 植物の概日時計を形成する遺伝子群およびそれらが形成する時計転
写ネットワークの分子基盤は明らかになりつつあるが, 全貌の理解には至っていない. 本研究では, 我々がこれ
までに世界にさきがけて整備してきた転写因子を扱うオミックス生物学の手法を用いて, 時計転写ネットワーク
構造の全貌を解明することを目的とした. 本研究では国際的にもユニークな, ケミカルスクリーニングおよびヒ
ット化合物の作用機序の解明を実施し, 時計のメカニズムに潜んでいたタンパク質群を発見した. さらに時計メ
カニズムにおける これらタンパク質群による翻訳後修飾の重要性を明確に示した. 

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed the molecular mechanism underlying the plant 
circadian clock. however, posttranslational modifications are also crucial for clock functions in 
fungi and animals, but the posttranslational modifications that affect the plant clock are less 
understood. In this study, we aimed to elucidate the whole structure of the clock transcription 
network using comprehensible approaches including genetics, chemical biology, and omics sciences. We
 conducted chemical screenings and elucidated the mode-of-action of the hit molecules, and 
discovered a group of proteins that were cryptic in the clock mechanism. The importance of 
post-translational modifications by these proteins in the clock mechanism was clearly demonstrated.

研究分野： 農芸化学

キーワード： 植物　概日時計　概日リズム　オミクス　ケミカルバイオロジー　化合物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化合物を利用した研究を中心に取り組んだ成果として, 植物時計の安定性のしくみの中で働くタンパク質・遺伝
子を新たに見出すことができた. またこれら因子は, タンパク質リン酸化を担うものであり, 時計メカニズムの
中に翻訳後修飾が重要であることを示すことができた. また, 化合物スクリーニングを起点として植物時計のメ
カニズムを理解する方法が, 遺伝的重複性や変異の致死性を乗り越えて関連遺伝子を見出せる有効なものである
ことが立証できた. 穀物では時計遺伝子の変異が, 花成時期の変更を介して栽培地域の拡大に寄与してきたこと
が知られている. さらなる調節に向けた研究ルーツとして化合物を提供できた.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日周変化に応答するために多くの生命活動の発現するタイミングは, 遺伝的に備わった体内時

計 (概日時計)によって決められる. 概日時計により作られる時間情報は極めて正確であるが, 
発芽した場から移動できない植物の時計の環境応答能は特筆するべきものである. 近年の研究
より, 植物の概日時計を形成する遺伝子群が明らかとなってきた. 明け方に発現ピークを迎える
CCA1(CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1)と LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL)遺伝子, 昼に
ピークを迎える PRR (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR)遺伝子群, 夕方から夜にピークを迎える
TOC1(TIMING OF CAB EXPRESSION 1, 別名 PRR1), ELF3(EARLY FLOWERING 3), ELF4, LUX (LUX 
ARRHYTHMO, 別名 PHYTOCLOCK1 [PCL1])遺伝子 , さらに近年発見された LWD (LIGHT 
REGULATED WD1)遺伝子群, LNK (NIGHT LIGHT-INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED GENE 1)
遺伝子群と RVE8 などの相互の転写制御ループが時計コアサーキットとして考えられる(Nohales 
and Kay, Nature Str. Mol. Biol., 2016). 一連のオミックス解析により, コアサーキット内の転写因子の標
的遺伝子群がゲノムワイドに部分的に明らかになってきている. このようにコアサーキットを
含めた時計転写ネットワークの分子基盤は明らかになりつつあるが, 全貌の理解には至ってい
ない. また変化する環境への時計転写ネットワークの振舞い（変動する環境下でのネットワーク
の周期の安定性を保つ仕組みや, 変動する環境下でのネットワークの寄与など）の理解は, 遺伝
子発現制御, 植物生理, そして構成生物学の観点の未解決の重要課題として残されている. 
 
２．研究の目的 
 本研究では, 我々がこれまでに世界にさきがけて整備してきた転写因子を扱うオミックス生物
学の手法を用いて, 時計転写ネットワーク構造の全貌を明らかにする. また時計タンパク質のノ
イズに対する量的・質的変化を解析し, 雑多な環境シグナルが存在する中でも安定的な時間情報
を生み出す仕組みを理解する. さらに独自に見いだしている時計の安定性を低下させる化合物
の作用機序の研究を行うことで, 周期安定性に関するこれまでの知見とは質的に異なる理解を
得る. 変動する環境下での植物時計ネットワークの包括的な解明を目指す研究は, 世界でも我々
のみが利用できる研究手法•材料を用いた統合的な解析によってしか遂行できない. この解明は, 
生物がいかにして変動する外部環境に惑わされること無く正確に生命システムを作動できるか, 
しかしながら一方でそのシステムを利用して変動環境に柔軟に適応するかといった問いに対し
て, 環境適応への貢献度が高くかつ安定的なシステムと示唆されている植物の時計転写ネット
ワークのシステム構造と性質の理解から迫るものである. また重複性の高い因子を内包する複
雑系生命システムの分子基盤の解明へ向けた汎用性の高い解析技術論も提供する. 
 
３．研究の方法 
 ハイスループットなリズム検出系をセットアップし, それを利用することで時計の安定性を低
下させる化合物を取得する. 得られた化合物の作用機序を, 分子プローブや遺伝子発現プロファ
イリング法などを手がかりとして解明する. 作用機序から明らかとなってくる既知あるいは未
知の時計タンパク質や遺伝子の解析にも取り組むことで, 時計の安定性のしくみについてさら
なる理解を得る. 
 
４．研究成果 
 (1)多検体のシロイヌナズナの概日リズムを一斉自動解析する実験系の特性を調べたところ, 概
日リズムの周期長は個体間の誤差が極めて小さく安定的であるが, 振幅は不安定であることが
分かった. 周期の安定性と振幅の不安定性は, 他の生物種や他のリズム検出を用いた研究でも観
察されているため, この実験系は従来のリズム研究と生理学的に合致する結果が取れると判定
した . この自動測定系を利用し , まず生物活性物質ライブラリー (LOPAC [Library of 
Pharmacologically Active Compounds] LO5100-1ea, Sigma 社)からリズムに影響する化合物をスクリ
ーニングした. PHA767491 が長周期化化合物として見出された. PHA767491 の標的タンパク質を
探るため, 構造活性相関研究を行い, 活性を保持した分子プローブの作成に成功した. この分子
プローブをアガロースゲルに共有結合させたものを作成し, これを結合する植物タンパク質を
プロテオミクスで同定した. 複数の CK1(Casein Kinase 1)類似タンパク質が見出された. シロイ
ヌナズナには 12 の CK1 類似タンパク質(Casein Kinase 1 Like [CKL])があり, これらが機能重複す
る可能性が考えられた. 調べた限りの CKL タンパク質は、いずれもそのリン酸化活性が
PHA767491 によって阻害された. プロトプラストを用いて同時に 12 の CKL 遺伝子の発現をノ
ックダウンさせ, そのリズムを計測した. CKL の発現抑制は, 対照実験と比べて有意に長周期と
なることが判明した. 次に CKL の基質タンパク質を探索した. CKL 阻害剤の PHA767491 をナズ
ナに処理すると明方時計遺伝子 CCA1 と LHY, 朝方時計遺伝子の PRR9 と PRR7 の発現が抑制さ
れることが判明したため, CKLはこれら遺伝子の発現を制御しているタンパク質(PRR5 とTOC1)
をリン酸化する可能性が考えられた. この仮説はリコンビナントタンパク質を用いた試験管リ
ン酸化実験で実証された. ナズナに PHA767491 を処理すると, PRR5 と TOC1 タンパク質の量が



増加した. PRR5, TOC1 タンパク質の量的制御は周期長に重要な役割を果たすが, その量的制御
にリン酸化が必要であり, そのリン酸化を担う酵素群を同定した成果となった (Uehara and 
Mizutani et al., PNAS 2019). 
 
 (2)従来, 植物体(シロイヌナズナ)でも機能する CK1 阻害剤は複数報告されてきたが, その活性
はそれほど強くない. 仮に強い CK1 阻害剤が誕生すれば, 重複性の問題などによって明らかに
なっていない植物 CK1 が関わる生理現象が解き明かされる契機となろう. 従来の CK1 阻害剤は
試験管内リン酸化反応では, 数 µM での阻害活性があったが, リズム長を指標とした生体内活性
を検定すると阻害活性は数十倍の濃度が必要であった. さらなる PHA767491 の構造活性相関研
究を進めたところ, 生体への投与濃度が劇的に下がる(活性が上がる)化合物AMI-331が見出され
た. アフィニティープロテオミクスの実施によって, AMI-331 は PHA767491 と比べて CK1(CKL)
への選択性が向上していた. 以上, 植物科学での利用が見込まれる高活性・高選択性 CK1 阻害剤
が開発できた (Saito et al., Plant Direct 2019). 
 
 (3)植物ホルモンや植物由来の低分子化合物の物性を模倣した ITbM (Institute of Transformative 
Bio-Molecules)化合物ライブラリー(20,000 化合物)を利用して, 時計周期を変える化合物のスク
リーニングを実施した. 3,4-dibromo-7-azaindole(B-AZ)が長周期化化合物として取得された. B-AZ
の標的タンパク質同定のための構造活性相関研究を行なったが, いずれの構造類似体も活性を
持たなかったことから, 活性のある(標的に結合する能力のある)B-AZ をビーズに結合すること
は困難だと判明した. これは B-AZ の構造が単純すぎることに起因すると考えられた. B-AZ 処理
後のナズナの遺伝子発現解析から、B-AZ も PHA767491 と同じく CCA1, LHY, PRR9, PRR7 の発
現上昇が見られた. したがって B-AZ も PRR5 と TOC1 の安定化に寄与すること, また CK1 阻害
剤として働く可能性があったため, その可能性を検討したところ, 仮説が支持された. さらに分
子動力学解析によって, 動物の CK1 と B-AZ が安定的に結合することが示唆された (Ono et al., 
Plant Cell Physiol. 2019). 
 
 (4) キナーゼ阻害ライブラリー(BML-2832-0500, Enzo Life Sciences) から長周期化化合物 BML-
259 を見出した. 分子プローブとプロテオミクスを組み合わせた方法によって, BML-259 の標的
タンパク質をスクリーニングし, 2 つの CDKC を得た. CDKC の完全な欠失植物は致死であった
が, CDKC をノックダウンした形質転換体は長周期となった. 植物体から活性のある CDKC2 タ
ンパク質複合体を精製し, そのキナーゼ活性を検出することに成功したが, このキナーゼ活性は
BML-259 によって阻害された. 動物の CDKC ホモログである CDK9 と BML-259 の結合モデル
を分子動力学によって得た. CDKC はタンパクをコードする遺伝子全般の転写をする RNA ポリ
メラーゼ II (Pol II)のリン酸化をすることが示唆されていたが, 実際にこれを試験管内で実証し
た. また Pol II の生体内でのリン酸化状態は BML-259 によって低下することを見出した. 既知の
阻害剤によって Pol II の活性を阻害すると時計の長周期化が見られた. 転写活性は時計の周期長
の安定性に不可欠であることが示唆された (Uehara, Nonoyama, and Taki et al., Plant Cell Physiol., 
2022). 
 
 (5) 時計転写ネットワーク・時計変異と農業的重要形質の花成の関連などの知見をとりまとめ,
総説論文として公表した (Nakamichi, Gene, 2020, Maeda and Nakamichi, Plant Physiology 2022).ま
たシロイヌナズナの時計遺伝子の別の植物種での働きについて報告した (Toda et al., Sci Rep. 
2019, Nakamichi et al., BBB 2020).  
 
 (6) 総括. 化合物を利用した研究を中心に取り組んだ成果として, 時計の安定性のしくみの中
に CK1(CKL)や CDKC などのキナーゼが深く関わることが分かった. CK1 (CKL)は, シロイヌナ
ズナには 12 の遺伝子座があるため, 順遺伝学では時計関連遺伝子として同定できなかったと考
えられる. CK1 によるリン酸化が PRR5 と TOC1 の安定性に寄与する発見は, 時計の安定性に潜
んでいたメカニズムを明らかにしたものである. また CDKC のノックアウトは致死であるため, 
遺伝学のみではその発見が出来なかったと推察される. 以上, 化合物スクリーニングを初手とし
て植物時計のメカニズムを理解する方法が, 遺伝的重複性や変異の致死性を乗り越えて関連遺
伝子を見出せる有効なものであることが立証できた.  
また化合物は, ATP などの生体低分子がタンパク質に結合する部位に作用することが想定でき

るが, これまで報告した化合物は ATP 結合に対して競合することが分かった. キナーゼなどの
ATP 依存的な働きをするタンパク質(CK1 や CDKC)が低分子の標的だったことは必然であった
と考えられる. したがって化合物を利用した研究は, キナーゼなどのタンパク質翻訳後修飾のメ
カニズムをさらに理解するためにも有効であろう. 植物時計のメカニズムにおいて, 翻訳後修飾
はあまり理解が進んでいない. 今後は化合物を適切に利用した研究を推進することで, 時計の翻
訳後修飾・タンパク質レベルでの理解が深まると確信しているが, この流れにたいする準備も本
研究費で充分に整えられた. 
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