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研究成果の概要（和文）：本研究は概日時計単位である細胞から時計機能が意味を持つ個体レベルまでの統合的
な概日時計システムの理解を目指して、植物の細胞概日リズムの挙動の解析と時計遺伝子に対する影響評価をお
こなった。シロイヌナズナおよびウキクサ植物を材料に新たな発光概日レポーター観測系を構築することで、孤
立した細胞の概日時計の性質、増殖する個体レベルでの自律的な概日リズムの秩序形成様式、さらには同一細胞
内で細胞時計の影響から独立した生理学的概日リズムの存在を実証的に明らかにした。これらはそれ以前の常識
的な発想を超える革新的な成果となった。

研究成果の概要（英文）：The plant circadian system is based on self-sustained cellular oscillations 
and these cellular clocks are coordinated in the plant body. In order to understand the plant 
circadian system from the aspect of cellular clocks, the bioluminescence reporter system was 
utilized for Arabidopsis and duckweed plants at a single cell level. Characterization of circadian 
rhythms of isolated cells, cells in the plant, and proliferating plants was done and the spontaneous
 order formation of circadian rhythms in the plant was analyzed. A Tool for gene disruption by the 
CRISPR/cas9 system and a dual-color luminescence monitoring system were developed and evaluated. A 
cellular circadian rhythm that was unaffected by perturbation of clock gene expression was revealed.
 The existence of a cellular physiological rhythm that is uncoupled with the cellular clock provides
 a new insight into our understanding of the plant circadian system. 

研究分野： 時間生物学、植物生理学

キーワード： 概日時計　植物細胞　時計遺伝子　発光レポーター　細胞間相互作用　細胞自律性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物個体内で細胞時計と細胞の概日リズムが分離可能であることを本研究で明確に示したことで、植物の概日時
計システムの基本的な概念を新たに提案することができた。この点は、時間生物学分野に加えて一般的な植物生
理学分野にも広く新たな展開を引き起こすと期待される。また、生物発光測定技術や遺伝子改変技術についての
革新的な成果は、植物に限らず細胞レベルの遺伝子発現解析・機能解析に広く応用されていくと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生物は１日の周期的環境変動への適応機構を数多くもつが、約２４時間の周期を生み出す概日

時計はその鍵となる装置に位置付けられる。真核生物では転写調節に関わる因子をコードする
時計遺伝子群がフィードバック回路を構成することで、細胞自律的に発振する概日時計（細胞時
計）を形成している。また、これらの時計遺伝子機能（活性）が生物内外の環境変動の影響をう
けることで概日時計の時刻／ペースが変化し、昼夜の周期的外部環境に時計が同調することが
できる。このような概日時計システムの基本構造は生物で一般的に当てはまる。さらに、動物や
植物など多細胞生物においては個々の細胞時計が生み出す時間を統合して、個体レベルで調和
した時間を刻んでいると考えられている。 
本研究の対象材料である植物においては、モデル植物であるシロイヌナズナから２０を超える

時計関連遺伝子が同定されており、それらの遺伝子に異常をもつ変異体の概日リズム表現型や
コードするタンパク質の機能などから概日時計システムでの働きが理解されてきた。一方で、植
物の時計関連遺伝子のほとんどは個体あるいは器官／組織レベルでの概日リズム解析に基づい
て機能や役割が論じられており、細胞時計の発振に直接関与するのか、あるいは個体レベルでの
概日リズムに働くなど高次の時間統合／調和に関与するのかについては不明な点が多かった。 
研究代表者は、植物個体内の個々の細胞概日リズムを生物発光レポーター系を用いて測定する

ことに成功しており、ウキクサ植物においては基本的にすべての細胞が個体レベルのリズムの
同調状態によらず概日発振していることなどを明らかにしていた。この測定系では、パーティク
ルボンバードメント法による一過的に遺伝子導入を用いることで、導入される細胞の数を非常
に少なくし（発光する細胞がまばらに分散する）、個々の細胞発光測定を可能にしている。また、
概日発光レポーターと時計遺伝子の過剰発現や遺伝子破壊を引き起こすエフェクターを共導入
することで時計遺伝子の機能推定が既に行われてきた。これらの実験手法を用いて、細胞時計の
精度や細胞自律的な同調作用などが明らかとなっていた。一方で、植物において、細胞時計の挙
動をそれらの集団である個体／組織レベルで調和させるロジックは理論的に研究されていたが、
直接的な観測結果に基づく研究はほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、概日時計単位である細胞から時計機能が意味を持つ個体レベルまでの統合的な理解

を目指して、植物の概日時計遺伝子機能の細胞自律性と組織依存性、同期状態依存性(非依存性)
に注目し、同調機構を含めた時計システムの全体像にアプローチすることを目的とした。細胞概
日リズム観測技術が進んでいるウキクサおよび遺伝子関連情報／素材が豊富なシロイヌナズナ
を用いて、概日時計に関する遺伝的背景が周囲の細胞と異なる細胞の観測などを通して、その遺
伝子機能(周期長制御や位相決定)が細胞自律的か周囲の組織(細胞)に依存するか、個体内環境と
しての同期状態に依存するかの検証を当初の目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナの細胞概日発光リズム観測 
① 切除葉（本葉）での細胞発光観測：パーティクルボンバードメント法により、切除葉の細胞

に概日発光レポーター遺伝子（時計遺伝子 CCA1 プロモーター下でホタルルシフェラーゼを発現
する CCA1:LUC）を導入した。切除葉は発光基質ルシフェリン入りの培地に浮かべた状態で、発
光モニタリングをおこなった。微弱な生物発光検出には冷却 EM-CCD カメラを用い、20分〜１時
間間隔で取得した時系列発光画像をデータとし、細胞発光リズムの時空間解析を行なった。 
② 単離プロトプラストの細胞発光観測：CCA1:LUC が導入されている形質転換シロイヌナズナ

の本葉および根からプロトプラストを単離し、それらをルシフェリン入りの培地中で培養し、単
離細胞からの発光を①と同様の方法で検出・解析した。実験では栄養源がほとんどなく、細胞の
増殖は起こらない培地を用いた。 
 
(2) 時計遺伝子改変エフェクターの導入 
エフェクターとしては、時計遺伝子の１つ ELF3 をターゲットとする CRISPR/cas9 系エフェク

ター（シロイヌナズナを対象）、およびコウキクサ(Lemna minor)の時計遺伝子 LmELF3, LmLUX, 
LmZTL を CaMV35S プロモーター下で過剰発現させるエフェクター（コウキクサを対象）を用意し
た。これらはパーティクルボンバードメント法で概日発光レポーターと共導入し、細胞発光概日
リズムへの影響を評価した。 
 
(3) 概日発光レポーターをもつ形質転換コウキクサの発光リズム観測 
CCA1:LUC をもつ形質転換コウキクサの概日リズムを細胞発光概日リズム測定と同様の手法で

観測した。ウキクサはフロンド（葉状体）と呼ばれる基本単位で構成され、増殖する個体（群）
では１つのフロンドの 2 箇所（ポケット）から複数の（子）フロンドが形成され、順次分離し、
新たな個体となっていく。発光イメージの空間解像度は細胞サイズであり、フロンド内の時空間



解析を可能とした。 
 
(4)２波長発光測定系による２種類の概日発光レポーター活性の同時観測 
単一細胞レベルで２つの発光レポーター活性を同時にモニタリングする系であり、CCA1:LUC（細

胞時計の挙動：ホタルルシフェラーゼ、黄緑色）と CaMV35S::PtRLUC（一般には恒常発現が期待
されるが、少なくともウキクサでは概日リズムをもつ：ヒカリコメツキムシ改変ルシフェラーゼ、
赤色）をパーティクルボンバードメント法でコウキクサに遺伝子導入した。それぞれの波長の発
光向けのフィルタの透過光量から、それぞれの元の発光量を推定した。エフェクターの共導入実
験もおこなった。 
 
４．研究成果 
本研究をとおして、(1)シロイヌナズナにおける CRISPR/cas9 エフェクターの一過的導入での

遺伝子破壊効率推定、(2)細胞相互作用のないシロイヌナズナ単離細胞の概日リズム特性の解明、
(3)概日発光形質転換ウキクサを用いた増殖植物の自律的概日リズム形成様式の解明、(4)時計
遺伝子非依存的細胞内概日リズムの実証、の４点で成果を挙げた。これらは、植物の概日時計シ
ステムにおいて未知の領域であった『細胞から組織／個体をつなぐロジック』を直接的な観測か
ら導く世界的に先駆的な研究成果となった。 
 
(1) シロイヌナズナにおける CRISPR/cas9 エフェクターの一過的導入での遺伝子破壊効率推定。 
遺伝子破壊エフェクターの設計・作成の容易な CRISPR/cas9 系がシロイヌナズナに対する一過

的導入法でも作用することを実証的に明らかにした。シロイヌナズナの成熟組織の細胞は染色
体の核内倍化（16n ぐらいまで）が生じており、野生型遺伝子が顕性の場合はすべての染色体を
破壊しなければその影響が現れないことが予想される。研究代表者によるイボウキクサ(Lemna 
gibba, 染色体 2n)を用いた先行研究において、時計遺伝子 LgELF3 をターゲットにした
CRISPR/cas9 系が非常に有効に働くことが知られていたため(Okada et al. Scientific Reports, 
2017)、対応するシロイヌナズナのELF3遺伝子内に3箇所のターゲット部位（３種のガイドRNA）
を設置した。また、通常のシロイヌナズナ(2n)に加えて倍数性(4n)のシロイヌナズナも植物材料
とし、細胞時計破壊の程度を定量的に解析した。その結果、ガイド RNA を選べば両者ともエフェ
クターは十分有効であることを示した。この成果により、シロイヌナズナでのパーティクルガン
法による細胞レベルの遺伝子操作の可能性を広げることができた。一方で、細胞概日リズムへ影
響を与える効率が３種のガイド RNA で異なる原因や、その効率は３種類混ぜても相乗的に増加
することがない点、倍数性の影響もあまりみられない点など理論的にうまく説明しにくい現象
もみられ、この実験系ではエフェクターの影響が出なかった時の解釈が困難になることもわか
った。(Kanesaka et al., Plant Biotechnology, 2019) 
 
(2) 細胞相互作用のないシロイヌナズナ単離細胞の概日リズム特性の解明 
概日発光シロイヌナズナ形質転換体から単離したプロトプラスト（葉由来の葉肉細胞と根由来

細胞）の発光概日リズムの解析を行なった。単離細胞でも概日リズムを示すことは知られていた
が、多数の細胞のリズムを単一細胞レベルで長期的に観測した例はなかった。恒暗条件で行なっ
た観測の結果から、葉由来細胞も根由来細胞も周期の温度補償性や明暗同調性を示すいわゆる
概日リズムを持つことを明確に示した。一方で葉由来細胞と根由来細胞を比較すると、葉由来細
胞は高振幅だが明暗同調が不正確になり、根由来細胞は低振幅（減衰型）だが明暗同調の正確性
が高い傾向を示した。また、リズムの安定性つまり周期の安定性は細胞の状態／環境によって大
きく変化する一方で、安定性が異なっていても細胞時計の周期分布のモードはほとんど変わら
ないことを明らかにした。このことから、リズムの安定性と周期性のそれぞれに働くメカニズム
は異なっていることが示唆された。また、一般的に、高振幅の振動子は低振幅のものと比較して、
外部環境の影響を受けにくいが、外部環境周期に正確に合わせるためには正確性の高い振動子
でなければならない。昼夜（光／温度）環境は地下部と比べて地上部において非常に大きな揺ら
ぎやノイズを持つが昼夜の環境変動量も非常に大きい。葉由来細胞の概日時計は高振幅／高正
確性であり、根由来細胞のものは低振幅／不安定であることから、それぞれ地上部と地下部の環
境に適した特性をもっていると考えられた。この成果は、葉と根の概日振動システムは個々の細
胞レベルでそれぞれ地上部と地下部に適応していることを強く示唆する画期的なものとなった。
(Nakamura, Oyama, Plant and Cell Physiology, 2022) 
 
(3) 概日発光形質転換ウキクサを用いた増殖植物の自律的概日リズム形成様式の解明 
概日発光レポーターを持つ形質転換コウキクサの概日発光リズムの時空間的な解析から個体

（フロンド）形成時とフロンド成熟後のフロンド内の時間秩序形成様式について明らかにした。
恒明条件下でみられる基本法則として、子フロンドは親フロンドより高い振幅の概日リズムを
もって生じてくるということを明らかにした。ここで測定された振幅は基本的にはフロンドに
ある細胞間の概日リズムの同期の程度を意味している。子フロンドはフロンド原基（分裂組織）
から生じるが、シロイヌナズナにおいて分裂組織で高い同期状態が観測されている点と符合し
た。フロンドが成熟した後は徐々にフロンド内の概日リズムの脱同期が観測され、同期の度合い
が低いレベルで維持されることから、少なくとも成熟後はフロンド内の細胞概日リズムの連結



性（相互作用）が低いレベルになることが明らかとなった。高い同期状態にあるフロンドでは、
恒明条件で求心的（フロンド中心に向かう）リズムの位相波が観測された。哺乳類でも同様の概
日リズム位相波が観測される臓器（脈絡叢：脳内で脳髄液を産出する器官）があり、その現象の
説明に使われた結合振動子系の数理モデルがウキクサでの位相波においても非常によく当ては
まることがわかった。このモデルでは細胞振動子の振幅が重要であるが、ウキクサにおいてはそ
の振幅を周辺細胞の時計との同期度で表すことでうまく表現できることから、原形質連絡など
を通過できる概日リズム性の（低）分子やイオンが細胞間同期の介在物質である可能性が考えら
れた。これらの成果は植物に限らず増殖する多細胞体の時計による時間秩序形成を明確に示し
た世界で最初の例となった。(Ueno et al. New Phytologist, 2022) 
 
(4) 時計遺伝子非依存的細胞内概日リズムの実証 
① ２波長細胞発光測定系の開発と同一細胞内での非連結性概日リズムの検出 
これまでの発光概日リズムは主に CCA1:LUC レポーターの発光活性変動として観測してきたが、

CaMV35S:LUC もウキクサ類では発光概日リズムを生じることが研究代表者の先行研究で明らか
となっていた(Muranaka et al., Plant Biology, 2015)。これら２つの発光レポーター活性を
同一細胞で同時に観測することを目的に、コウキクサを材料に黄緑色発光 CCA1:LUC と赤色発光
CaMV35S:PtRLUC を使った２波長発光レポーター系を開発した。２種（色）のルシフェラーゼ用
発光分離フィルタ／発光比率等を最適化することで、再現性の良い発光強度再構築（計算）を可
能とした。非常に興味深いことに、明暗同調していない植物で、CCA1:LUC は基本的に全ての細
胞が発光概日リズムを生じるのに対して、CaMV35S:PtRLUC の細胞発光リズムは同一個体内でリ
ズムのある細胞とない細胞を生じていた。その状況において、CCA1:LUC は同一個体内でも細胞
間のリズムの位相が揃っていないのに対して、CaMV35S:PtRLUC では、発光リズムが見られる細
胞間ではそれらのリズムの位相が揃っていることを明らかにした。また、これら２つのレポータ
ー由来の細胞発光リズムは周期も位相関係も一致しないことから、これらは細胞内非連結性の
概日リズムと結論づけられた。植物において同一細胞内で特性が根本的に異なる概日リズムを
実証した最初の例となった。(Watanabe et al., Plant Cell Physiology, 2021) 
 
② 細胞内の時計回路に依存しない概日リズムの実証 
前述のように CaMV35S:PtRLUC の細胞発光リズムはメカニズムは CCA1:LUC の発光リズムと異な

ることが強く示唆されていた。CCA1:LUC の発光リズムは細胞時計の挙動を著していると考えら
れ、時計を構成する時計遺伝子に異常（擾乱）を与えると細胞時計の挙動も異常をきたすことが
研究代表者の先行研究で明らかとなっていた（Miwa et al., Plant and Cell Physiology, 2006; 
Serikawa et al., Plant Physiology, 2008; Okada et al., Scientific Reports, 2017）。そ
こで、コウキクサの時計遺伝子の過剰発現エフェクター（LmZTL, LmLUX, LmELF3）を CCA1:LUC
と CaMV35S:PtRLUC とパーティクルボンバードメント法で共導入し、２波長発光測定系を用いて、
それぞれのレポーターに由来する発光細胞リズムを解析した。LmZTL を過剰発現した場合は、
CCA1:LUC の発光概日リズムが消失するのに対して、CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムはエフェ
クターの影響を受けずに維持された。また、LmLUX を過剰発現した場合は、CCA1:LUC の発光概日
リズムの周期が短くなるの対して、CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムはエフェクターの影響を
受けずに維持された。LmELF3 を過剰発現した場合も、CCA1:LUC の発光概日リズムのみ不安定化
した。これらのことから、この観測系でみられた CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムは発光して
いる細胞内の時計遺伝子の影響（つまり、時計回路の影響）を受けないことが示された。一方で、
このエフェクター導入系では、発光している細胞のみで時計遺伝子の過剰発現（つまり、正常な
時計回路の破壊）が生じており、その近傍の細胞も含め植物個体のほとんどの細胞は正常な概日
時計を持っている。そのため、CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムは他の正常な細胞の概日時計
を反映した概日リズムを示している可能性が考えられた。この可能性を検証するために、高張掖
でウキクサ個体を処理し原形質分離を生じさせることで細胞間相互作用を破断させたところ、
CCA1:LUC の発光概日リズムは持続するのに対して、CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムは消失す
ることがわかった。CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムの生成メカニズムは不明であるが、これ
らの結果から CaMV35S:PtRLUC の発光概日リズムは原形質連絡を透過する様々な代謝産物変動に
見られる概日リズムを反映したものとなっている可能性が考えられた。(Watanabe et al. 
bioRxiv, 2022) 
 
本研究以前は、細胞時計の挙動がその細胞の生理学的な概日リズムの状態を決めているとの前

提で、個体レベルの概日リズムや時計遺伝子変異体の挙動の解釈がなされていた。本研究で各細
胞の生理学的なリズムがその細胞の時計の影響を全く受けない状況を作り出せることが実証さ
れたため、個体レベルでの様々な生理学的リズムと各細胞の時計の挙動を分離して捉えること
の重要性が新たに認識されるようになった。概日リズムの認識方法に根本的な変化を引き起こ
すこれらの成果は、本研究の目的である、『概日時計単位である細胞から時計機能が意味を持つ
個体レベルまでの統合的な理解』を大きく前進させることになると期待される。 
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