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研究成果の概要（和文）：本研究では組織特異的な生物時計の性質と標的遺伝子について解析した。葉肉細胞か
ら維管束細胞の分化を誘導する系を用いて未分化の幹細胞集団を調整し、幹細胞における時計遺伝子の標的遺伝
子を解析した。その結果、幹細胞において、時計遺伝子は細胞周期や細胞分化に関わる遺伝子を標的とすること
を明らかにした。以上より、生物時計が幹細胞に置いて細胞分裂や細胞分化の制御因子を統合的に制御すること
で、細胞の運命を決定する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the characteristics of the tissue-specific 
circadian clock and its target genes. We analyzed the target genes of circadian clock genes in the 
stem cells obtained by using a differentiation induction system, which induces vascular cells from 
mesophyll cells through stem cells. We found that clock genes directly regulate the genes involved 
in the cell cycle and cell differentiation in stem cells. These results suggest that the circadian 
clock may determine the cell fate through the cooperative regulation of cell division and cell 
differentiation in stem cells.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 概日時計　組織特異性　細胞分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物時計が組織ごとに異なる性質を示すことは古くから知られているが、組織ごとの詳細な性質や標的遺伝子に
ついては未明であった。本研究では、幹細胞の生物時計が細胞周期や細胞分化を制御する遺伝子を直接的に制御
することを明らかにした。生物時計による細胞分化の制御機構の存在は動物においても示唆されているため、生
物時計による細胞分化の制御は種を超えた普遍性をもつと考えられ、本研究の知見は研究分野に新たな概念をも
たらすと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生物は外部環境における明暗や温度の約 24 時間の周期に対応する自律的な生物時計をもち、
生理応答を適切なタイミングで制御することで外部環境への適応力を高めている。動物では、全
身のほぼ全ての細胞が時計遺伝子を発現しているにもかかわらず、生物時計が組織ごとに異な
る生理応答を制御することが知られている (例 脳の時計による睡眠や行動リズムの制御、肝臓
の時計による代謝リズムの制御など)。植物においても生物時計は組織特異的に機能し、表皮の
時計が温度刺激に応答して胚軸伸長を制御することや、維管束の時計が日長の変化に応答して
光周性花成を制御することが報告されている[1]。 
生物時計が組織特異的に生理応答を制御するメカニズムに関しては、ショウジョウバエを用

いた研究から、時計遺伝子のシス配列に隣接する他の転写因子のシス配列が、時計遺伝子の DNA
結合領域を組織ごとに決定することで組織特異性を生み出すことが明らかとなっている[2]。動
植物の時計遺伝子に相同性はないものの、(1) 動植物の生物時計は複数の転写因子によるフィー
ドバックループという共通の分子機構によって構成されていること、(2) 植物においても日周的
な発現変動を示す遺伝子群が組織間で異なっていること[3]、(3) 植物でも隣接する複数のシス配
列がプロモーターの応答性を決定する例が報告されていること[4]などから、上記のショウジョ
ウバエの知見と同様に、植物の時計遺伝子も組織特異的に異なる標的遺伝子を制御することが
強く予想された。 
 [1] Shimizu et al. (2015) Nat. Plants 1: 15163. [2] Meireles-Filho et al. (2014) Curr. Biol. 24: 1-10. 
[3] Endo et al. (2014) Nature 515: 419-22. [4] Puente et al. (1996) EMBO J. 15: 3732-43. 
 
２．研究の目的 
生物は光や温度の日内変動といった周期的な環境変化を予測し、対応するための仕組みとし

て概日時計を持っている。動物では組織特異的な概日時計が異なる標的遺伝子を制御し、それぞ
れの組織で特異的な機能をもつことが知られている一方で、植物の概日時計の詳細な組織特異
性についてはほとんど明らかになっていない。しかし、これまでの知見から、植物においても組
織特異的な概日時計が異なる生理応答を制御することから、それぞれ異なる標的遺伝子を制御
する可能性が強く示唆された。そこで本研究では、植物の組織特異的な概日時計の標的遺伝子を
同定し、その役割を明らかにする。生物時計が全身で同じ時間を刻むのではなく、組織特異的に
異なるリズムを示し、異なる性質・役割をもつ生物学的な意義は未だ不明である。生物時計のメ
カニズムは動植物で共通しているため、植物の生物時計がもつ組織特異性を解析し、動物との比
較解析を行うことで、生物種を超えて保存された生物時計の組織特異性の意義を理解できると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
 組織特異的な概日時計の中で、特に幹細胞における概日時計の機能を明らかにすることを目
的に、主要な時計遺伝子の１つである LUX に GFP を結合した融合タンパク質を発現する形質転
換体を用いて ChIP-seq 解析を試みる。均質な幹細胞を大量に調整するため、葉肉細胞から幹細
胞への脱分化を経て維管束細胞に再分化させる分化誘導系を用いる。12 時間の明期と 12 時間の
暗期の 24 時間サイクルで培養した植物体に対して、ZT0 に分化誘導処理を行い、その後は恒常
白色光条件下で培養して脱分化および維管束細胞分化を誘導する。分化誘導系によって得られ
る幹細胞集団を材料に ChIP-seq を行い、LUX-GFP が結合する標的遺伝子群の同定を行う。 
 
４．研究成果 
まず、サンプリングのタイムポイントを決定するため、分化誘導 24 時間前から誘導後 72 時間

の計４日間を 8 時間ごとにサンプリングを行い、ウエスタンブロットによって LUX-GFP の蓄積
量の挙動を解析した。その結果、分化誘導前は LUX-GFP の蓄積量に明確な日内変動が見られる
のに対し、分化誘導直後から 48 時間の間では蓄積量に日内変動が見られず、常に高レベルに蓄
積していた（図１）。一方で、誘導後 48 時間以降は蓄積量の日内変動がわずかに回復していた。
次に、日内変動が見られなかった分化誘導直後から 48 時間について 4 時間おきにサンプリング
を行い、LUX-GFP の日内変動の有無をより詳細に解析した。その結果、4 時間ごとの時間解像
度においても LUX-GFP の日内変動は確認されなかった。これらの結果と、分化誘導過程におけ
る葉肉細胞、幹細胞、維管束幹細胞、維管束細胞のマーカー遺伝子の発現パターンから、細胞の
脱分化と共に LUX-GFP の日内変動が消失し、再分化とともに LUX-GFP の日内変動が回復する
と考えられ、細胞の分化状態と概日時計のリズム形成が密接に関係していることが示唆された。
細胞の分化状態と概日時計のリズム形成の関連は動物においても観察されるため、概日時計に
よる細胞分化制御の種を超えた普遍性の存在が示唆された。 
 
                             図１ 分化誘導過程における 
                                LUX-GFP の蓄積量変化 
                           
 
 
 



 
 上記の結果から、分化誘導後 24 時間のタイムポイント
において、幹細胞マーカーの発現がピークに達すること、
本来の日内変動とは異なり LUX-GFP が高蓄積すること
が明らかとなったため、誘導後 24 時間のサンプルを用い
て ChIP-seq 解析を行った。得られたリードをシロイヌナ
ズナのゲノムにマッピングし、MACS2 によって免疫沈降
サンプルで濃縮される領域を探索したところ、GI や
PRR9 といった既知の LUX 標的遺伝子のプロモーター領
域の濃縮が確認されたことから、今回の ChIP-seq が問題
なく成功していることが確認された（図２）。得られた結
果を、植物体全体を用いて LUX-GFP の ChIP-seq を行っ
た過去の知見と比較したところ、植物体全体を用いた場
合では光合成関係の遺伝子群が標的遺伝子として多数検
出されているのに対し、幹細胞を用いた今回の結果では
細胞周期や細胞分化、エピジェネティック制御に関与す
る遺伝子群が標的遺伝子として検出された（図２）。これ
らの結果から、幹細胞の概日時計は細胞分裂や細胞分化
に関与する遺伝子を統合的に制御することで、細胞運命
決定の舵取りを担うことが示唆された。        図２ IGV による ChIP-seq の可視化 
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