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研究成果の概要（和文）：ウキクサ植物を材料に、個体内に光ファイバの先端を固定することで、微小領域に長期間光
を照射する手法を開発した。この手法を用いて、植物体全体に光照射する場合と異なり、光を受けた組織や細胞から受
けていない組織や細胞への光情報の伝達様式を観測できることが期待される。個々の細胞がもつ概日時計へ与える光信
号の影響を直接的に評価するための単一細胞レベルの概日リズムの測定技術の開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed a technique that enables a micro-area illumination in a duckweed 
plant by fixing a tip of an optical fiber inside the plant body. This method should be used for the 
analysis about cell-to-cell light signal transmission: from light-perceived cells to cells without 
receiving light. To analyze the cell-to-cell light signal transmission in the circadian clock system, we 
developed a bioluminescence monitoring system at a single-cell level. This will be used in combination 
with the micro-area illumination method.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 地表の自然環境は様々な時間スケールで
刻々と変化するが、昼夜に伴う光環境サイク
ルは陸上植物にとって最も基本的で重要な
環境変動といえる。太陽光を利用した光合成
反応とそれに関連する様々な応答反応は１
日の周期性を持っている。それら１日の周期
性を植物側でコントロールするメカニズム
として植物は概日時計を持っている。概日時
計は植物に限らず動物なども有している。そ
の時計は自律的に１日周期を刻むことがで
きるのに加えて、その時刻を日周的外部環境
に同調させることができる。概日時計は生物
種によらず細胞自律的なシステムであり、多
細胞生物においても個々の細胞が自律的に
うごく概日時計を有している。一方で、哺乳
類のほとんどの細胞は光を感知する能力が
ないため、昼夜の光刺激を直接感知して時計
の時刻を調整することができず、眼が受容し
た外部環境光情報を間接的に受け取ること
になる。それとは異なり、植物においては植
物体を構成する個々の植物細胞がそれぞれ
光受容能をもち、個別に光応答することが可
能である。植物の概日時計が光のオンオフの
信号に応答して時刻をリセットするメカニ
ズムは、分子レベルである程度理解されてき
た。植物の概日時計の構成要素は様々な転写
調節因子とそれらをコードする遺伝子群で
あり、それらによる制御ネットワークによっ
て自律的な遺伝子発現概日振動が生じる。外
部光環境変動からの光信号は、光受容体を介
してこれらの遺伝子発現を変化させること
で発現概日振動そのものを一過的に変化さ
せ、その位相（時刻）を変化させると考えら
れてきた。この同調メカニズムは細胞自律的
に起こりうるが、たとえば根器官の細胞のよ
うに直接光を受容することが困難な細胞に
おいても、地上部の昼夜サイクルに同調でき
ることが知られていた。この例からもわかる
ように、植物は他の細胞からの間接的に外部
光環境信号を受け取り、時計の時刻合わせを
することができることも示唆されていたが、
そのような時刻合わせに見られる細胞間の
光信号伝達様式を直接的に観測した例はな
かった。また、植物の一部（領域、器官等）
に照射された光信号が別の領域の組織／細
胞へと伝達される様式の詳細な記述はほと
んどなされていなかった。とくに、近接細胞
間の信号伝達機構は不明なことがほとんど
であった。このような近接細胞間の信号のや
り取りを解析する上で、植物体の微小領域の
みに刺激を与えて、その刺激を直接受けてい
ない細胞の挙動の変化を観測する汎用的な
技術が求められていた。また、正常な植物体
を材料に、光の日内変動など長期間にわたる
光環境変動を微小領域に与え続ける技術は
非常に困難であるが、それが実現できれば概
日時計研究にとっては大きなブレークスル
ーになると考えられていた。 
 申請者はウキクサという植物を用いて、単

一細胞レベルで概日時計の挙動を観測する
測定系の開発を行っていたが、その精度や汎
用性に関しては途上にあった。この技術の応
用が可能になれば、細胞レベルの詳細な概日
リズムの挙動が解析できるため、間接的な同
調信号伝達様式など弱い刺激への確率的な
応答反応を観測できると期待されていた。こ
の細胞レベルでの概日リズム測定は、パーテ
ィクルボンバードメント法によってウキク
サ表面近傍の細胞にまばらに概日発現発光
レポーターを導入し、その細胞発光概日リズ
ムを測定する技術であるが、同時に様々なエ
フェクター遺伝子を共導入することで、周囲
の細胞と異なる性質をもつ細胞を植物体内
に実現できることもわかっていた。それらの
技術を応用することで、細胞間の信号伝達を
人工的に生成・検出する技術も可能と考えら
れ、将来的に細胞間光信号伝達系解析のモデ
ル系になることが期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、植物体における微小領域
（細胞群・組織）がその周辺組織や細胞、さ
らに個体全体に与える影響を評価するため
の、長期間かつ局所的に光照射する実験系の
確立を目的とした。微小領域の長期的な処理
は操作対象の観測も含めて多くの困難が伴
う。本課題では、材料としてウキクサを用い、
概日時計システムと人工的な cAMP 生成・検
出系を操作対象とすることで、簡便かつ画期
的な実験系を作り、その有用性の検証を目指
した。これまで実証が困難であった細胞間情
報伝達系などの研究において、オンタイムモ
ニタリングや光による遺伝的操作など、多細
胞生物の本質的な理解につながる実験系の
提供を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究課題は、植物体の微小領域への光照射
を長期間行える実験系の確立を目指して、以
下の３つの手法を用いて取り組んだ。 
 
(1)光ファイバによる局所的な光照射法の開
発と局所的光照射の影響評価のための生物
発光レポーター系をつかった細胞発光の長
期的モニタリング法の確立を目指した。材料
としてはウキクサを用い、その主要部分であ
る葉状体（フロンド）の表皮およびその内側
の葉肉細胞を遺伝子導入／発光測定のター
ゲットとした。細胞概日リズム測定にはシロ
イヌナズナの時計遺伝子 CCA1 のプロモータ
ーでドライブされるホタルルシフェラーゼ
遺伝子を用いた。パーティクルガンによる簡
便で高効率な遺伝子導入を構築し、単一細胞
に由来する生物発光の検出は高感度 EM-CCD
カメラ装置によって行った。 
 
(2) 光活性化アデニレートシクラーゼと
cAMP 依存型ルシフェラーゼを用いた人工的
cAMP 生成／検出系による細胞間の光情報伝



達観測系の開発を目指した。この系を局所性
と長期性を兼ね備える光照射実験系と組み
合わせて用いることで、その実用性を実証す
ることを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) ウキクサ植物を材料に単一細胞レベル
で導入発光遺伝子の日周発現リズムの測定
に成功した。完全な生物個体上の発現変動を
細胞レベルで長期間観測し続ける技術はそ
れまでになく、画期的な技術開発となった。
パーティクルボンバードメント法による遺
伝子導入では、ウキクサの葉状体の表皮と表
皮直下の葉肉細胞にレポーター遺伝子が導
入され、ウキクサの上面に１００個以下の導
入細胞を生じさせることで、個々の導入細胞
の発光を分離・定量することが可能となっ
た 。(発表論文３) 
 
(2) 上記の生物発光測定系においては、ウ
キクサが培養液面上で半固定されている。こ
の測定状態を基本形とし、その状態のウキク
サに微小なニードルを植物体下面からさし、
その先端を植物体内にとどめることで、その
先端位置を固定することができた。ニードル
内には光源につながる光ファイバを挿入す
ることで、局所的な光を安定的に実現するこ
とができた。用いたウキクサ（イボウキクサ）
の葉状体（フロンド）の直径は 4〜5 mm であ
るが、この照射装置を用いると、表面に照射
される光量に 1000 倍以上の差をつけること
が可能であった。つまり、点光源の直上で受
ける光量と比較して周辺部は 1/1000 以下の
光量を受けることになる。照射光量を調節す
ることで、概日リズムを同調させるのに十分
な光量を受ける領域と、必要以下の光量しか
受けない領域とを同一フロンド内に作るこ
とが可能となった。この光量分布が長期間に
わたって安定に維持できることも明らかと
なった。この技術と細胞レベルの生物発光概
日リズム測定を組み合わせることで、局所的
にかつ長期間光照射し、その植物個体全体の
発光レポーター活性をモニターすることが
できるようになった。 
 
(3) ウキクサの仲間は属ごとに大きさの違
いや維管束の発達度合いなど多様な形態を
示す。これらは概日時計に関する細胞間光情
報伝達の多様性（あるいは制約の違い）を引
き起こしている可能性が考えられ、本研究課
題においても様々な種類のウキクサを材料
にすることが検討された。まず、ウキクサの
４属の代表的な種について、これまでモデル
材料として用いてきた Lemna gibba と Lemna 
aequinoctialis 同様に生物発光リズム測定
が可能かどうか確かめた結果、遺伝子導入効
率（発光効率）に若干の差があるが、基本的
にどれも同じ方法で概日リズムを測定でき
ることを明らかにした。ただし、同じ発光概
日レポーター遺伝子を導入しても、種ごとに

発光概日リズムの性質が異なるなど、時計シ
ステムそのものの多様性を示唆する結果を
得ることができた。（発表論文１） 
 
(3) 細胞間光信号伝達様式を解析するモデ
ルとして、光応答性の活性を持つアデニルシ
クラーゼとその生成物である cAMP に依存し
た発光活性を持つルシフェラーゼを用いた
人工的な信号伝達系の構築を目指した。cAMP
依存的な生物発光活性はパーティクルボン
バードメント法によって導入したウキクサ
の細胞で機能し、外部から投与した cAMP に
応答して生物発光活性を示した。しかし、パ
ーティクルボンバードメント法でウキクサ
の細胞に導入したアデニルシクラーゼは、共
導入した cAMP 依存的なルシフェレラーゼを
活性化できるほどの cAMP 合成活性を持たな
いことが明らかになった。 
 エフェクター遺伝子を生物発光レポータ
ー遺伝子と共導入することで、レポーター活
性の性質を変えることが可能であり、たとえ
ば植物の光周性花成反応の鍵となるアラビ
ドプシス CO 遺伝子やそのウキクサホモログ
を過剰発現させるエフェクターを概日発光
レポーターと共導入すると、生物発光概日リ
ズムをほぼなくすことができることを明ら
かにした。（発表論文２） 
 
 ウキクサを材料として、その微小領域への
長期間の光照射法を本研究課題で確立した。
この技術を用いて概日時計システムに関す
る細胞間／組織間の光情報伝達様式の解明
に向けた研究が促進されるほか、植物の様々
な光応答性反応に関する細胞間での情報の
やり取りを直接的に観測するための重要な
手法の１つになると期待される。 
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