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研究成果の概要（和文）：地球上のほとんどの生物は、昼夜の変化や季節変化を予期し適応するための生理機能として
、約24時間の周期で自立的に振動する概日リズムを生成するための時計機構を備えている。植物の時計機構は動物とは
異なる振動体タンパク質によって支えられている。本研究では、中心振動体として機能する植物に特異的なレスポンス
レギュレーター様タンパク質（疑似レスポンスレギュレーターPRR）の生化学的性質を解析し、転写調節因子repressor
としてはたらいていること、センサーキナーゼからのリン酸基転移活性を有する真性のレスポンスレギュレーターを起
源に多様化していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks are intrinsic, entrainable mechanism that generate biological rhy
thms with approximately a 24 h period. Circadian rhythms are widespread in many biological processes of al
most all organisms including plants. A clock provides plants with an adaptive advantage to anticipate and 
respond to daily changes in environmental conditions such as day and night, and seasonal changes in photop
eriod. Oscillator components to define the molecular mechanism of circadian clock in plants are composed o
f plant specific proteins. In this study, biochemical properties of central oscillator proteins, pseudo-re
sponse regulator (PRR) family were investigated. It was revealed that PRRs function as transcriptional rep
ressors in the central oscillator circuit. In vitro phosphotransfer experiment made it possible to show th
at a Bryophyte PRR, which is thought to be a prototype of PRR family, has phospho-accepter activity, sugge
sting that PRRs were diversified from a bona fide response regulator.
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１．研究開始当初の背景 
	 生物時計は約 1日周期の自律的な振動機構
であり、地球の自転に由来する 24 時間周期
の環境サイクルに対する適応機構として進
化したと考えられている。広範な生理現象の
素過程が生物時計の支配下にあり、結果とし
て様々な生物リズムが生成されることが知
られている。植物においても、生物時計は葉
や花弁の一日周期の運動から光周性花成制
御に至るまで、昼夜の変化や季節変化を予期
し応答するための適応機構を支えている。研
究代表者らは、タンパク質のリン酸化を介し
た情報伝達の一様式として知られる His-Asp
リン酸リレー系の生物界における普遍性と
多様性に関する研究において、レスポンスレ
ギュレーターに似て非なる植物に特異的な
制御因子 familyの存在に気づいた。典型的な
レスポンスレギュレーターは、リン酸化され
たHisキナーゼから転移されるリン酸基の受
容にあずかる保存された Asp 残基を分子内
のレシーバードメインに有している。ところ
が、上記の新奇 familyにおいては、リン酸リ
レーに必須の役割を果たすレシーバードメ
イン内に保存された Asp 残基が Glu 残基に
置換されていた。研究代表者らはこれらのフ
ァミリーを疑似レスポンスレギュレーター
（PRR）と名付けて報告するとともに、これ
らの発現が PRR9 -> PRR7 -> PRR5 -> 
PRR3 -> PRR1の順に概日リズムを刻んで発
現していることを見いだした。さらに、PRR1
は植物時計の転写 翻訳フィードバックルー
プ回路を構成する TOC1 と同一であること
が明らかとなり、PRRファミリーは概日時計
の振動体として機能していることが推定さ
れた。そこで、研究代表者らは PRR 多重変
異体を作製し、逆遺伝学的な解析により明暗
サイクル条件下でも概日リズムを生成する
ことができない prr多重変異体を分離するこ
とに成功した。これら一連の研究から、PRR9, 
PRR7, PRR5, TOC1/PRR1 が概日時計の中
心振動体として機能していることが明らか
となった。しかしながら、PRR family が植
物時計の発振とその調節、時計系からの出力
においていかなる役割を果たしているかに
関しては不明であった。これらの植物時計の
基本機構を本質的に理解するための鍵は
PRR family タンパク質の生化学的性質を詳
細に解明することであると考えられた。生物
時計の分子機構は多様な生物を対象に解析
されてきた。その結果、動物、植物、カビ、
シアノバクテリアの種間では、それぞれ異な
る固有の時計因子を保持していることが判
明した。植物型の概日時計機構を支えている
と考えられる PRR familyはシダ、コケ、緑
藻にまで遡って保存されていることが判明
した。したがって、植物時計の進化と多様性、
そして起源に関する知見を得る上でも、PRR 
family の機能の普遍性と多様性に関する研
究は重要であると考えられた。 
 

２．研究の目的 
	 植物は、植物に固有の因子から構成される
概日時計機構を保持している。シロイヌナズ
ナを研究対象とした解析から、PRR family
は植物時計の中心振動体として機能してい
ることが明らかになってきた。PRRの起源は
緑藻にまで遡ることができることから、被子
植物で明らかにされた植物時計の基本機構
は植物界全般に普遍的なものと推定される。
緑藻やコケ・シダ植物の PRR ホモログの多
くは、被子植物とは異なり、分子内に機能的
なリン酸基転移ドメインを有している。本研
究では、植物時計の本質的理解を目指して、
PRR family タンパク質の生化学的機能を明
らかにすることを中心的課題とし、これまで、
精力的に解析が進められてきたモデル高等
植物シロイヌナズナに加え、シロイヌナズナ
とは系統的に大きく隔たるヒメツリガネゴ
ケの PRR ホモログの構造と機能に関しても
遺伝学的・生化学的に解析し、植物型概日時
計の進化と多様性に関する知見を得ること
を目的とする。また、生物時計の基本機構を
理解するためには時計からの出力経路と入
力系による調節を支える分子機構の解明が
不可欠である。本研究では、これらの視点か
らも時計の基本機構における PRR の機能的
役割を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）植物時計中心振動体 PRR	 family の生
化学的機能に着目した植物時計の進化と多
様性に関する研究 
	 植物時計の起源を知るために、被子植物で
同定されている時計関連因子のオーソログ
を、シダ植物、コケ植物、緑藻類に遡りなが
ら同定し、時計機構の違いを考察することと
した。被子植物で中心振動体として機能して
いることが明らかとなってきた PRR の上記
生物におけるホモログは、His-Aspリン酸リ
レー系による情報伝達に関与している可能
性があるので、HK やヒスチジンホスホトラ
ンスミッター(HPt)因子についても網羅的に
同定し、その多様性と保存性に関する知見を
得ることとした。これらの解析により、植物
におけるリン酸リレー系に関して、緑藻から
コケ・シダを通して被子植物へ至る進化の変
遷を体系化することとした。 
	 prr 多重変異体においては、野生株が示す
遺伝子発現レベルでの概日リズムが完全に
消失してしまうことが明らかとなっている。
この結果を踏まえ、PRRが転写の制御因子と
して機能している可能性を検証することと
し た 。 PRR と VP16 （ transcriptional 
activation tag ） ま た は SRDX
（transcriptional repression tag）との融合
体を作製し、これを構成的に発現する形質転
換体を用いて microarray によるトランスク
リプトーム解析を実施した。さらに、タグ付
きの PRR を自身のプロモーター支配下で発
現する形質転換体を用いて、ChIP-Seq 解析



を行った。これらの解析結果を組み合わせ、
PRRの直接のターゲット遺伝子を同定し、転
写制御因子として機能するかどうかを明ら
かにすることとした。 
	 被子植物の PRR は、His-Asp リン酸リレ
ー応答において必須の Asp 残基をレシーバ
ードメイン内に持たず、試験管内でリン酸転
移能を示さない。ところが、ヒメツリガネゴ
ケの PRR ホモログはリン酸を受容する Asp
残基を保持し、典型的なレシーバードメイン
を有している。このような高等植物の PRR
の原型と考えられるコケの PRR ホモログに
ついて、in vitro でのリン酸転移アッセイを
行い、その結果に基づいて PRR の進化と多
様性、さらには PRR の起源に関して知見を
得ることとした。 
 
（２）植物の光周期応答を支える概日時計か
らの多様な出力経路に関する解析 
	 生物時計は一日周期の概日リズムだけで
なく一年周期で変化する光周期に対する応
答機構も制御していることが知られている。
光周期の変化は環境中では日長とともに温
度変化をももたらす。シロイヌナズナの伸長
生長は日長と温度によって調節されている
ことが知られている。phytochrome 相互作用
因子として知られる一群の bHLH 型転写因子
PIF	 family タンパク質は暗所で活性化し、伸
長生長を正に制御していることが明らかに
されている。PIF	 family に属する PIF4 は時
計因子の直接の支配下にあることが（１）の
解析により明らかになった。また、研究代表
者らは内因性の時計機構に依存した PIF4	 
mRNA の発現レベルと、外因性の日長条件に依
存した PIF4	 protein の活性レベル（明所で
不活性化、暗所で活性化）が短日条件の明期
直前に一致することにより伸長生長が促進
されるとする外的符号モデルを提唱してい
る。至適温度条件で成立するこのモデルが、
季節を生きる植物の成長制御を説明できる
かどうかを検証するために、PIF4 の転写産物
とタンパク質、転写制御因子としての活性を
各種温度条件で解析することとした。	 
	 光周性花成制御は日長と温度により制御
される植物の環境応答のなかで、最も詳しく
解析されてきた機構の一つである。長日植物
であるシロイヌナズナの光周性花成におい
ては、転写制御因子 CO が長日条件の暗期直
前に活性化するという外的符号モデルが提
唱されている。そこで、光周性花成経路の普
遍性と多様性に関する知見を得るために、長
日性のマメ科に属するミヤコグサを対象に
光周性花成機構を解析することとした。	 
	 
（３）環境サイクルに同調した概日リズム生
成を支える光・温度入力機構の解析	 
	 生物時計のリセット機能は、概日リズム
の位相を昼夜の時間変化に同調させるため
に必須の役割を果たしている。明暗サイク
ルまたは温度の寒暖サイクルに対する同調

性はあらゆる種の生物時計が普遍的に備え
ている重要な性質である。生物時計の特性は
中心振動体の機能によって支えられている
と考えられるので、植物時計における中心
振動体候補である PRR の機能に着目すれ
ば植物時計の同調性を支える機構の本質的
理解に迫ることが可能だと思われる。本研
究では、まず、時間特異的にシロイヌナズ
ナの概日リズム（内的には概日時計の時間）
を進めたり遅らせたりする（リセットする）
ことのできる温度入力の性質を明らかにす
ることとした。さらに、PRRの温度応答性
を詳細に解析することにより、時間特異的
な温度入力において PRR familyが果たす
役割を明らかにすることとした。	 
	 
４．研究成果	 
（１）植物時計中心振動体 PRR	 family の生
化学的機能に着目した植物時計の進化と多
様性に関する研究	 
	 植物時計機構を支える振動体因子のホモ
ログを Lycophyte（ヒカゲノカズラ）、
Bryophyte（ヒメツリガネゴケ）、緑藻へと遡
り検索したところ、すべての種に共通する遺
伝子としてCCA1/LHY（単一Myb型転写因子）、
PRR ファミリー（疑似レスポンスレギュレー
ター）、LUX/PCL1-ELF3-ELF4（Evening	 Complex
と名付けられた GARP 転写因子を含むタンパ
ク質複合体）が同定された。ヒメツリガネゴ
ケとシロイヌナズナでこれらの遺伝子発現
を観察したところ、CCA1,	 LHY が朝に、PRR
が昼に、LUX/PCL1,	 ELF3,	 ELF4が夕方にピー
クを迎える概日リズムを示すことが明らか
となった。変異体を用いた遺伝学的な解析か
ら、PRR 因子は CCA1,	 LHY 遺伝子の発現を抑
制し、Evening	 Complex は PRR 遺伝子の発現
を抑制し、CCA1,	 LHY 因子は Evening	 Complex
をコードする遺伝子の発現を抑制するとい
う三竦みの関係が示唆された。以上の解析か
ら、植物の概日時計は(CCA1,	 LHY)、PRR	 
family、Evening	 Complex の３種のクラスか
らなる転写制御因子をコア回路として進化
してきたことが明らかとなった。	 
	 次に、PRR の生化学的性質に関する知見を
得るために、転写制御因子としての基本的な
機能を備えているかどうかを検討した。シロ
イヌナズナの PRR 分子内に存在するドメイン
構造の役割を明らかにするために、一部のド
メインを欠いた欠損型 PRR を一過的に発現さ
せ、ターゲットのレポーター遺伝子の発現を
定量する実験系を構築し解析したところ、
CCT ドメインがターゲット遺伝子のプロモー
ターとの相互作用に重要な役割を果たして
いることが示唆された。また、prr9	 prr7	 prr5
三重変異体、PRR5-VP16 を構成的に発現する
形質転換体を用いたトランスクリプトーム
解析の結果、PRR	 family は転写の負の制御因
子として機能していることが示唆された。さ
らに、PRR5:FLAG-PRR5-GFP/prr5 形質転換体
を用いて ChIP-Seq 解析を行い、PRR5-VP6 株



のトランスクリプトーム解析結果と統合し
て評価することにより、PRR5 の直接の支配下
にある遺伝子を同定した。その結果、PRR5 は
他の時計因子の転写を負に制御することで
時計回路の中で機能している一方で、出力経
路で機能すると考えられていた、花成制御因
子 CDF	 family、伸長生長制御因子 PIF	 family、
低温ストレス応答制御因子 CBF	 family のい
くつかを直接負に制御していることが明ら
かとなった。さらに、PRR のレシーバードメ
インの機能に注目して解析を行ったところ、
ヒメツリガネゴケの PRR ホモログには高等植
物の PRR とは異なり試験管内で活性化した
His キナーゼからリン酸転移を受ける因子が
存在することが明らかになった。一次構造か
ら機能的なレシーバードメインを有すると
考えられる PRR を多様な植物ゲノムデータベ
ースを利用して解析したところ、緑藻、コケ、
シダ植物において存在が認められた。このこ
とは、高等植物より前に系統分岐した植物時
計の中心振動体タンパク質候補である PRR ホ
モログは His-Asp リン酸リレー系により活性
が調節されている可能性を示唆している。さ
らには、時計機構を調節する（すなわち、中
心振動体への入力を司る）ことのできる環境
センサー（His キナーゼ）が存在する可能性
をも示唆している。	 
	 以上の解析から、植物時計の中心振動体と
して機能している PRR	 family は転写制御に
あずかる repressor 活性を持っていること、
センサーキナーゼからのリン酸基転移活性
を有する真性のレスポンスレギュレーター
を起源に植物界の中で多様化していること
が明らかとなった。	 
	 
（２）植物時計出力経路における多様性に関
する研究	 
	 伸長生長を正に調節する転写因子 PIF4 の
直接のターゲット遺伝子として ATHB2 と
IAA29 を同定し、これらの発現プロファイル
を指標に、PIF4 の活性を推定することのでき
る実験系を構築した。この系を利用して、伸
長制御を規定する様々な日長、温度条件で
PIF4 の活性を解析したところ、短日条件の夜
明け前に時間特異的に活性化していること
が明らかとなった。この結果は、研究代表者
らが提唱した外的符号モデルに一致するも
のであり、本モデルの検証に成功した。さら
に興味深いことに、短日条件において観察さ
れた PIF4	 mRNA の発現開始位相の前進（明期
から暗期へ）は高温条件でも観察されること
を新たに見いだした。すなわち、温度と日長
シグナルは概日時計によって統合処理され、
出力経路における PIF4 の転写発現リズムが
modify されることを見いだした。これらの解
析結果を踏まえて、当初の外的符号モデルを
日長と温度を統合して伸長生長を説明する
ことのできるモデルへと拡張した。	 
	 モデル植物であるシロイヌナズナを用い
た解析から、高等植物の花成は長距離シグナ

ル分子として機能する FT によって誘導され
ることが知られている。本研究では、マメ科
の長日植物ミヤコグサを用いて、花成誘導機
構の普遍性と多様性を解析した。その結果、
ミヤコグサには FT ホモログが 3 種存在し、
LjFTa と名付けた遺伝子産物はミヤコグサに
おいて長日条件特異的に発現し、これを構成
的に発現するシロイヌナズナは早咲き形質
を示すこと、すなわち、LjFTa はシロイヌナ
ズナの FT と同等の機能を保持していること
が明らかになった。一方、LjFTb1と名付けた
遺伝子産物はシロイヌナズナの花成を阻害
した。この結果は、ミヤコグサには機能の異
なる FT ホモログを複数存在していることを
示唆している。また、シロイヌナズナでは FT
遺伝子を正に調節する転写因子として CO が
知られているが、ミヤコグサにはそのホモロ
グ候補が見いだせない。そこで、FT の発現に
関わる他の調節系である micro	 RNA に着目し、
ミヤコグサゲノムに存在すると推定される
miR172 をコードしている遺伝子領域を同定
した。同定した遺伝子をシロイヌナズナで構
成的に発現させた形質転換体では、miR172 が
過剰に蓄積しており、早咲きの形質が観察さ
れた。このことから、FT を誘導する光周性花
成経路は多様であることが示唆された。	 
	 
（３）環境サイクルに同調した概日リズムの
生成を支える光・温度入力機構の解析	 
	 温度入力による概日リズムの位相応答特
性を、CCA1	 promoter:LUC を染色体上に保持
するシロイヌナズナ形質転換体のルシフェ
ラーゼ活性を概日リズムのレポーター系と
して用いることにより解析した。その結果、
概日リズムの位相は明期の温度入力に対し
て耐性を示すが、暗期の入力に対して感受性
を示すことを確認した。さらに、暗期前半の
温度入力に応答して位相が後退すること、暗
期後半の温度入力に応答して位相が前進す
ることを確認し、温度入力に対する位相応答
性を解析するための実験系を確立した。次に、
進化的に保存されている植物時計のコア要
素(CCA1,	 LHY,	 PRR	 family,	 ELF3,	 LUX/PCL1)
の温度応答性を解析したところ、TOC1の概日
リズムは暗期前半の温度入力に応答して位
相が後退し、逆に、PRR9,	 PRR7の概日リズム
は暗期後半の温度入力に応答して位相が前
進することが明らかになり、植物時計の温度
リセット機構を解明するための糸口となる
研究成果を得ることができた。	 
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