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研究成果の概要（和文）：生物時計のゲート効果は環境シグナルの入力を特定の時間帯に制限することにより、
環境変動にrobustな時計遺伝子の発現振動を支えている。遺伝子発現の調節領域におけるDNAのメチル化やヒス
トンのアセチル化はクロマチン構造変化をもたらし、転写活性のポテンシャルを規定することが知られている。
本研究ではシロイヌナズナの中心振動体のネガティブフィードバックループ回路を形成するPRR familyとその標
的遺伝子CCA1/LHYに着目し、PRR familyが中心振動体のクロマチン構造制御に如何なる役割を果たしているかを
明らかにする。

研究成果の概要（英文）：The gate effect of the biological clock supports oscillations of clock genes
 that are robust to environmental fluctuations by restricting the input of environmental signals to 
specific time periods. DNA methylation and histone acetylation in the regulatory regions of gene 
expression are known to cause conformational changes in chromatin that define the potential for 
transcriptional activity. In this study, we focus on the PRR family and its target gene CCA1/LHY, 
which form a negative feedback loop circuit in the central oscillator of Arabidopsis thaliana, to 
clarify how the PRR family plays a role in the regulation of chromatin structure in the central 
oscillator.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 植物の概日時計　転写調節　エピゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
概日リズムを生成する植物時計の中心振動体タンパク質は外環境に同調しながら24時間周期で発現レベルが変動
することが知られている。この振動の振幅は100倍以上の振れ幅をもち自由継続する性質も兼ね備えている。本
研究では中心振動体のrobustな振動特性を支える背景にはエピゲノム制御を介した日周レベルのクロマチンダイ
ナミズムが存在することを明らかにした。

※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 
 
 緑色植物系統の概日時計は転写制御因子としての構造的特徴をもつ複数のタンパク質が中心
振動体として転写翻訳フィードバックループを形成して一過的に発現変動することによって機
能していることが知られている。中心振動体タンパク質の一つである擬似レスポンスレギュレ
ーター（PRR）family は N 末端に二成分制御系のレスポンスレギュレーター様のレシーバー様
のドメインと C 末端に核移行と標的 DNA への部位特異的結合に関与する CCT ドメインを有す
る植物に特異的なタンパク質群として研究代表者らによって発見された。PRR family は緑藻か
らコケ・シダ植物、高等植物に至るまで緑色植物系統に普遍的に保存されており、モデル高等植
物として知られるシロイヌナズナにおいては PRR1(TOC1), PRR3, PRR5, PRR7, PRR9 のパラ
ログが存在している。研究代表者らはこれらの発現が明期開始から暗期にかけて、PRR9-
>PRR7->PRR5->PRR3->PRR1(TOC1)の順番に転写レベルで発現誘導されることを見いだした。
さらに、PRR family の多重変異体(prr9/7/5/toc1)においては、概日リズムが生成されないこと、
植物体の生理的な時間が暗期後半で停止していることを明らかにしている。その結果、
prr9/7/5/toc1 変異体は概日リズムをもたないだけでなく、日長にかかわらず遅咲きで、本来暗所
で誘導される胚軸や葉柄の伸張成長が絶えず活性化している表現型を示す。prr 多重変異体を用
いたゲノムワイドなトランスクリプトーム解析の結果、PRR family の主要な標的遺伝子は中心
振動体のループ構造の一翼を担うタンパク質をコードする遺伝子（CCA1/LHY）であることが
明らかになった。すなわち、prr9/7/5/toc1 変異体においては、本来明期直前に誘導される
CCA1/LHY の mRNA の発現が構成的になってしまうことがわかった。時計遺伝子の発現は時
間特異的に誘導され約 100 培の振れ幅で振動するが、その位相は厳密に調節されている。この
制御は植物時計の robustness を支える重要な性質であるが、その分子基盤に関しては知見が乏
しかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
  生物時計のゲート効果は環境シグナルの入力を特定の時間帯に制限することにより、環境
変動に robust な時計遺伝子の発現振動を支えている。遺伝子発現の調節領域における DNA の
メチル化やヒストンのアセチル化はクロマチン構造変化をもたらし、転写活性のポテンシャル
を規定することが知られている。事実、時計遺伝子のプロモーター近傍のヒストン修飾状態がリ
ズミカルに変化することはロックフェラー大学の Nam-Hai Chua 博士ら、バルセロナ自治大学
の Paloma Mas 博士ら、ソウル国立大学の Yoo-Sun Noh 博士らのグループによって報告されて
いる。時計遺伝子のプロモーター活性は約 24 時間周期の概日リズムを示すが、その振動は内的
機構に依存して自由継続するとともに、外的シグナルに応答して調節される。本研究ではシロイ
ヌナズナの中心振動体のネガティブフィードバックループ回路を形成する PRR family とその
標的遺伝子 CCA1/LHY に着目し、PRR family が中心振動体のクロマチン構造制御に如何なる
役割を果たしているかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 CCA1/LHY の転写は暗期後半に誘導され、PRRs が発現する明期に抑制される。CCA1/LHY のプロ
モーター近傍のエピゲノム情報を特徴付けるために、ヒストン H3 のアセチル化、メチル化を K4, 
K9, K14, K18, K23, K27, K36, K56 を対象にそれぞれの特異抗体を用いたクロマチン免疫沈降
実験（ChIP assay）により広範に解析することとした。ヒストン修飾の生理的意義を理解するた
めに、同定したヒストン修飾の時間的推移を明らかにするとともに、MNase-seq 解析および
bisulfite sequencing 解析を併用し、open クロマチン構造および DNA メチル化修飾の日内変動
を明らかにすることとした。ヒストン修飾における PRR の役割を明らかにするために prr 変異
体を用いるとともに、概日リズムに依存した経時的なクロマチン構造変化を特徴づけるために
prr 以外の短周期 or 長周期変異体の利用も検討した。PRR7 は標的遺伝子の転写を抑制する
repressor 活性を有している。ヒストン修飾を介した抑制制御を視野に入れ、その分子機構に関
する知見を得るために酵母 two-hybrid system を利用して PRR7 と相互作用するタンパク質を同
定することとした。CCA1/LHY に備わる光誘導性（光入力性）を利用して、本プロモーター活性
が光パルスに耐性か感受性か、すなわちエピゲノム制御が入力シグナルに対して dominant に機
能するかどうかを明らかにし、PRR によるヒストン修飾機構がゲート効果に果たす役割について
理解することとした。PRR7 の発現を構成的にすることや逆位相プロモーター支配下で制御する
ことにより、PRR7 の発現に対応してクロマチンダイナミズムに如何なる変化が生じるか、それ



 

 

にともないゲート効果が観察される時間帯がどのように変動するかを明らかにする。以上の解
析から、PRR の機能によって担われるヒストン脱アセチル化を介した silent クロマチンへの構
造変化がゲート効果（時間特異的環境入力耐性）を説明する基盤機構である可能性について検証
する。 
 
 
４．研究成果 
 モデル高等植物シロイヌナズナの概日時計中心振動体は明け方に発現のピークをもつ
CCA1/LHY、昼に発現のピークをもつ PRR9/PRR7/PRR5、夕暮れに発現のピークをもつ Evening 
Complex (EC)の 3 つのクラスの転写抑制因子から構成されており、互いに負のフィードバック
回路を形成して振動している。CCA1/LHY 遺伝子の転写は暗期後半に誘導され、PRRs が発現する
明期に抑制される。PRR7 の C 末端に HA タグを融合するコンストラクトを PRR7 プロモーター支
配下で発現する形質転換体(PRR7:PRR7-HA)を作製し HA 特異抗体を用いた ChIP 実験により、PRR7
は in vivo で CCA1/LHY の転写開始点からその上流約 300bp までの領域を認識し時間特異的に結
合することを明らかにした。次に、CCA1/LHY 遺伝子プロモーター近傍のヒストン H3 のアセチル
化、メチル化 に関して K4, K9, K14, K18, K23, K27, K36, K56 を対象にそれぞれの特異抗体
を用いてChIP実験により解析した。その結果、転写誘導期に相当する暗期後半にはヒストンH3K9
のアセチル化レベルが高いが、転写が抑制されている 明期には脱アセチル化されており、制御
領域のクロマチン構造が日周レベルで変動していることが示唆された。一日を通じて CCA1/LHY
の転写が脱抑制されている prr9 prr7 prr5 三重変異体においてはヒストン H3K9 のアセチル化
が構成的に高いレベルを維持していた。中心振動体に備わるゲート効果を CCA1 プロモーターの
光誘導特性を利用して解析を試みたが、PRR7 の発現位相とゲート効果が維持されている時間帯
は完全には一致しない（PRR7 の発現低下後もしばらく継続している）ことがわかった。このこ
とは、PRR7 による脱アセチル化反応（サイレントクロマチンの形成）は速やかに進行するが、
その後のアセチル化反応は緩慢である可能性を示唆しているかもしれない。PRR family の分子
内に保存されているレシーバー様のドメイン（RLD）の役割を理解するためにRLDを欠損したPRR7
の機能解析を行ったところ、prr9 prr7 prr5 三重変異体に導入した intact PRR7 を発現する
PRR7:PRR7-HA は、標的プロモーター近傍の周期的な脱アセチル化修飾が回復したが、RLD を欠損
した PRR7-HA を導入した形質転換体(PRR7:PRR7deltaRLD-HA)においては機能相補が観察されな
かった。一方で、RLD の欠損は標的プロモーターへの結合性にまったく影響しないことがわかっ
た。このことから、PRR7 は RLD 依存的な protein-protein 相互作用を介してターゲット遺伝子
のヒストン修飾を制御していることが考えられた。RLD は二成分制御系のレシーバードメイン
(RD)から分子進化したと考えられるので、RD と RLD の本質的違い説明する構造的特徴を理解す
るために、一次配列の相同性、二次構造予測プログラム(CRNPRED)および三次構造予測プログラ
ム(DeepSF)の利用した立体構造の観点から両者を比較解析した。その結果、RLD は結晶構造が解
けているバクテリアの RD と同じ構造(リン酸化部位を中央に配した、5 回のβ-loop-α 単位の
繰り返し構造)を持っている可能性が高いことが推定された。次に、RLD が RD 同様に二量体形成
活性を有しているかどうかを明らかにするために酵母細胞を用いた two-hybrid 法を利用した
解析を行ったところ、PRR7 は RLD に依存して二量体を形成していることが明らかになった。興
味深いことに、RLD の強い二量体形成活性は RD に保存されたリン酸化部位である Asp 残基に対
応する Glu 残基を Ala に置換することにより顕著に低下した。RD と RLD の一次配列比較におい
て、RD のリン酸化部位が位置するβ3-α3の前後の loop に位置するアミノ酸配列が RD と RLD と
の間で変化に富んでいることを見いだした。この loop 部位に変異を導入した RLD を作製したと
ころ、分子間の相互作用の強さは顕著に低下した。以上の結果から、RLD は RD と本質的に相同
な二次構造を保持していると推定され、RD においてリン酸化に依存した構造変化の要となるリ
ン酸化部位前後のループのアミノ酸配列が二量体形成活性に強く影響を与えていることが示唆
された。微生物、植物の環境応答を支える His-Asp リン酸リレー情報伝達系を構成する RR は、
N 末端に存在する RD がリン酸化修飾を受けることで C 末端に存在するエフェクタードメイン
(ED)の活性が調節される制御因子として機能している。植物時計因子の一つである PRR もまた、
N末端にレシーバー様のドメインを保持する転写制御因子である。そこで、RD と RLD との構造比
較から RLD に特徴的なアミノ酸に部位特異的変異を同定し、改変型 PRR7 の機能を prr9 prr7 
prr5 変異体植物に導入することにより、RLD の構造と機能に関する知見を得た。その結果、二量
体形成活性を 失った RLD は prr 変異を相補することができないこと、RLD に導入したアミノ酸
置換変異は概日リズムの振動特性に多様な影響を与えることが明らかになった。PRR7 と相互作
用する因子を探索したところ、他のグループによって既に報告されている TPL が PRR7 と相互作
用することを再確認した。PRR7 と TPL との相互作用は RLD に依存しないことが報告されている
が、BiFC 解析から PRR7RLD と TPL との相互作用が検出できたことから RLD は TPL との相互作用
を増強または安定化する役割を担っているかもしれない。TPL はタンパク質間相互作用を介して
ヒストンデアセチラーゼをリクルートすることが知られているので、PRR7 は標的のヒストンを
脱アセチル化することによりサイレントクロマチンを誘導すると考えられた。本研究により概
日時計の robust な振動特性を支える背景には、エピゲノムを介した日周性のクロマチンダイナ
ミズムが存在することが示唆された。 
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