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研究成果の概要（和文）：　我々は大規模ケミカルスクリーニングより、花成ホルモン遺伝子FTの発現を誘導す
る人工化合物を得ていた。本研究では、化合物処理後の遺伝子発現プロファイリングなどによって化合物の作用
経路の解明を目指した。その結果、本化合物は、ジベレリン経路や春化経路に関連する遺伝子の発現には影響を
与えず、光周性遺伝子に影響を与えることが明らかとなった。また光周性の中でも、時計遺伝子の発現に大きな
影響を与えていた。そこでその時計遺伝子を制御するタンパク質を中心に解析したところ、化合物はこのタンパ
ク質の安定性を変化させることで花成時期を調節することが分かった。

研究成果の概要（英文）：We obtained a small molecule that induces the expression of the florigen 
gene FT from a large-scale chemical screening. In this study, we aimed to elucidate the mode of 
action of the molecule by gene expression profiling. As a result, it was clarified that the molecule
 does not affect the expression of genes related to the gibberellin pathway and the vernalization 
pathway, but affects the photoperiodic pathway genes. Especially, the expression of clock genes that
 control the photoperiod pathway were affected by the molecule. Furthermore, was found that the 
molecule regulates the flowering time by changing the stability of the clock proteins that regulate 
the clock genes.

研究分野：植物科学

キーワード： 化合物　花成　時計　作用機序

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
花成は植物の生活環の中において劇的な変化の１つであり、これにより植物は専ら光合成を目的とした個体の生
長（栄養生長）から、次世代を残すための生殖生長へと生長相を転換させる。生殖生長への移行が環境変化に応
答することは、着生した場で一生を送るという生活をする植物に特徴的で洗練された環境応答といえる。
本研究では生殖生長への移行（花成時期）を大きく変化させる人工化合物の主要な作用機序を解明できた。基礎
科学として、光周性を制御する時計の分子機構に新たなメカニズムが潜んでいることを見出した。また応用的に
も、この化合物の利用や化合物の作用点を理解した変異導入は新たな手法となると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
花成は植物の生活環の中において劇的な変化であり, これにより植物はもっぱら光合成を軸と
した個体の生長（栄養生長）から次世代を残すための生殖生長へと生長相を転換させる. 生殖生
長への移行が環境変化に応答することは, 着生した場で一生を送るという生活をする植物に特
徴的で洗練された環境適応といえる. 
 私はこれまでに長日モデル植物のシロイヌナズナの概日時計が花成ホルモン FT の発現を介し
て花成時期を制御していることを, 時計変異体の形質の解析, 花成ホルモン FTの遺伝子発現解
析, また時計転写因子の網羅的標的同定によって明らかにしてきた(Nakamichi et al., PNAS 
2012, Kamioka et al., Plant Cell 2016). シロイヌナズナにおける時計から FT 発現制御へ至
る経路が明らかとなりつつあるが, FT を制御する経路は他の植物種では異なることも報告され
ており, 分子機構の多様性の理解は端緒に付いたばかりである (Itoh and Izawa, Mol Plant 
2013). またシロイヌナズナを含めてほとんどの植物種ではゲノムの重複した痕跡がまだ残って
おり, 重複機能を持つ遺伝子群が多い (Arabidopsis Genome Consortium, Nature 2000). した
がって遺伝学が中心となって解明してきたシロイヌナズナの生命現象の分子機構の解明には遺
伝子重複が問題となり, 取得できなかった鍵遺伝子が隠されている可能性も高い.  
 ケミカルバイオロジーは分子機構の多様性の問題と遺伝子重複の問題を一挙に解決できる可
能性を秘めている. しかし植物科学では低分子ホルモンの一部の研究を除いて, 必ずしもその
研究手法は成功を収めていない黎明期の研究方法である. 申請者は, この研究方法の技術開発
を行っており, ハイスループット概日時計イメージング実験系を整備し, それを使って時計を
撹乱する低分子化合物のスクリーニングに成功している. またそのうちの１つの化合物の標的
タンパク質を, 化合物ビーズに結合するタンパク質を生化学的にスクリーニングすることによ
り明らかにしている(アフィニティープロテオミクス解析).これらの解析技術は, 植物ケミカル
バイオロジーを進めるうえで強力な研究ツールとなる. 
 
２．研究の目的 
私はシロイヌナズナの花成遺伝子 FT の発現を誘導する未報告の低分子化合物の発見をした. 
このような働きをもつ化合物は今のところ報告されておらず, この作用機序を解明することは, 
植物の遺伝子重複の問題を乗越えて花成分子基盤の深い理解とその制御につながる. さらにこ
のような効果が強い化合物は，植物種を超えて作用する可能性が高い. したがって本研究のも
う１つの意義は 多様性を見据えた植物生理学, 分子生物学, 農業現場に新たな研究ツールや生
長調整剤を提供することである. 
 
３．研究の方法 
化合物と既知の花成ホルモン誘導シグナルとの関係ははっきりしていない. そこでまず既知の
花成ホルモン誘導シグナル（光周性, ジベレリン, 春化）と化合物との関係を解析する. その
ために化合物処理後のトランスクリプトーム解析を実施し, 化合物によって変化する遺伝子を
見出す. 変化した遺伝子群が既知の花成ホルモン誘導シグナルに現れれば, 化合物の作用経路
の推定が可能である. さらに花成ホルモン誘導シグナル経路の変異体における化合物感受性を
解析することで, 化合物の作用経路を決定する. また化合物ビーズを用いたアフィニティープ
ロテオミクスによって, 化合物の直接的な標的タンパク質を同定する.さらに化合物の作用経路
の検証を, 分子生物学・生化学的な方法で進める. 
 
４．研究成果 
(1) 花成ホルモン誘導シグナルと本化合物との関係の解析 
既知の花成ホルモン誘導シグナル(光周性, ジベレリン, 春化)と化合物との関係を調べるため
に, 長日条件下(16 時間明/8 時間暗)で生育させたシロイヌナズ ナに化合物を処理し, 花成ホ
ルモン(FT)遺伝子の発現を逆転写定量 PCR で解析した. 短日条件下で見られた化合物による FT
遺伝子の発現誘導は, 長日条件では観察されなかった. 長日条件ではすでに FT遺伝子の発現レ
ベルが高く, 化合物ではこれ以上の誘導はできないと解釈された. これは化合物の作用が, 長
日・短日(光周性反応)に依存していることを暗示していた. そこで光周性反応が低下し, 日長
に依存せず常に遅咲きになる変異体に化合物を処理し, FT 遺伝子の発現を観察したところ, FT 
遺伝子発現の誘導性が低下していた. 以上の解析により, この化合物による FT遺伝子の発現誘
導は光周性反応を介するものであることが示唆された. この仮説をさらに検証するために、光
周性経路に関わる遺伝子のいくつかの変異体に, この化合物を処理し, 光周性経路が活性化す
るかを判別した. 光周性花成が亢進した株は野生型と比較して FT 遺伝子の発現が上昇している
が, 化合物処理によってさらに FT遺伝子の発現量が上昇した。また光周性花成経路が減弱して
いる株では, この化合物による FT遺伝子の発現上昇は認められなかった. 花成経路亢進変異体
の原因遺伝子は, この化合物の作用機序の経路で働くのではなく, 花成経路減弱変異体の原因
遺伝子がこの化合物の作用機序で重要な役割をもつことが明確になった. 以上より, 化合物の



作用において光周性経路が重要であることが強く示唆された. 
 
(2) 化合物の標的生体分子の探索 
研究協力者が作成した化合物ビーズを用いた化合物の標的探索(アフィーニティープロテオミ
クス)を行った. 本研究室で確立した化合物標的探索のプロトコール（Uehara et al., PNAS 2019, 
Saito et al., Plant Direct 2019), あるいはその改良した方法論でアプローチしていたもの
の化合物の標的とみなせるタンパク質の決定には至っていない.これは標的タンパク質と化合物
の結合係数が未知であり, 我々の取り組んだ生化学実験でもちいた溶液や反応条件が適切でな
かった可能性がある. あるいはこの化合物の標的はタンパク質以外の生体分子である可能性も
ある. 化合物を結合させるビーズの種類やビーズの作成方法も検討の余地がある. またビーズ
を用いない別の分子プローブの利用を予定している. 
 
(3) 化合物処理後のトランスクリプトーム解析 
化合物の標的を探るために, 化合物の処理後の遺伝子発現変化は重要な情報となる. そこで,
比較的短時間(3 時間)の化合物処理によって, 発現変化する遺伝子群を明らかにすることで, 
化合物の作用機序を推測することを目指した.  3 時間の処理では, 調べた限りの花成経路遺伝
子の発現変化が認められなかった. 処理濃度を限界まで濃くしたが, その条件でも遺伝子発現
の変化を捉えることができなかった.  
化合物を 1 日処理すると花成ホルモン(FT)遺伝子の発現が上昇するため, 化合物処理 1 日目, 
2 日目で遺伝子の発現を解析した. 植物を短日条件あるいは長日条件で生育させ, 化合物を処
理し, 1 日目, 2 日目の RNA サンプルを 3時間おきに回収した. この RNA をショートリードシー
クエンサーによる RNAseq 解析に供与した. 期待通り FT 遺伝子は, 短日条件で化合物によって
誘導された. 化合物処理によって発現に影響をうける遺伝子群を抽出すると, これらの遺伝子
群は日長依存的に誘導される遺伝子群であることが判明した. したがって, 本化合物は花成以
外の日長依存的生理反応を網羅的に明らかにする働きがあることが示唆された. この成果は, 
研究開始時には考えていなかったものであり, 本研究の成果から派生したものである. 日長依
存的な生理反応の全貌は, モデル植物のシロイヌナズナでもほとんど分かっていない. 化合物
の新たな生物活性「日長依存的な生理反応全般の撹乱」は, これまで報告されたことがなく, 基
礎科学としても応用技術としても非常にユニークなツールを得たと確信している. 
 
(4) さらなる化合物の探索 
 本化合物は光周性を撹乱することで, 花成時期を短縮化していることが明らかとなった. ま
た花成時期制御以外の, 既知・未知の光周性反応全般を撹乱できることも明らかとなった. こ
の化合物の基礎・応用での有用性はとてもユニークであるため, 同様の生物活性をもつ化合物
の探索を行った. その結果, 別の構造を持つが花成誘導や FTの発現誘導を行うことのできる化
合物を得ることに成功した. この成果は, 本研究を始めたタイミングでは予期していなかった
ものである 
 
(5) 化合物処理後のタンパク質の解析 
 (1)と(3)の長日・短日条件で育てた植物に対する化合物の FT遺伝子の誘導性の有無や, 光周
性変異体での化合物感受性の変化などから, 化合物は光周性経路に作用することが明らかとな
った. しかし(2)の取り組み, 化合物ビーズを用いた標的生体分子の同定は不首尾に終わってい
る. 化合物は何らかの生体分子に結合し, その生物活性を出しているはずであり, その生体分
子とは様々な機能をもつタンパク質のいずれかである可能性が高い. そこで, 化合物の作用機
序の解明にむけて, 化合物処理によって量的・質的に変化するタンパク質の探索を行った.  
まず(1)の解析により, 化合物の感受性が落ちた光周性変異体の原因遺伝子がコードするタン
パク質が化合物処理によって変化するかを解析した. そのタンパク質を恒常的に発現する形質
転換体を作出し, ウエスタンブロットによって目的タンパク質が検出できることを確認した. 
この形質転換体を化合物処理し, 1日後に植物を凍結し, その総タンパク質画分を回収した. こ
の画分に含まれる目的タンパク質をウエスタンブロットで解析した. その結果, 化合物処理に
よって, このタンパク質の量が劇的に低下することが見出された. したがって, 化合物の作用
経路の重要なステップとして, このタンパク質の量的制御があることが強く示唆された (投稿
論文準備中).  
以上, 本化合物の作用を探ることで, あるタンパク質の量的制御が光周性経路で重要なステッ
プであること, またこのステップは化合物によって調節できることを明確に示すことに成功し
た. なおこのタンパク質は維管束植物で高度に保存されているため, 化合物は潜在的にあらゆ
る農作物に効果を持つと考えられる. 本研究においてまとめた時計や光周性反応の制御ネット
ワークの普遍性や多様性(Toda et al., Sci. Rep. 2019, Nakamichi et al., BBB 2020, 
Nakamichi Gene, 2020)と, このタンパク質の量的制御の新たな知見を比較しつつ, 新たな花成
制御技術としての普及を狙いたい. 
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