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研究成果の概要（和文）：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。植物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リセットされる。本研究では、概日リ
ズムをリセットする温度入力の性質である①時間特異性、②リセットの方向性（暗期後半の入力は位相前進、暗
期前半の入力は位相後退）に着目し、時計系への入力刺激に対する位相応答に必須の役割を果たす時計遺伝子を
同定するとともに、植物時計のリセット制御を支える情報伝達の分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks are intrinsic and entrainable mechanisms that generate 
biological rhythms with approximately 24-hours period. Resetting of circadian clocks play an 
essential role in order to synchronize phases of the biological rhythm with changes in diurnal day 
and night cycles. Light and changes in ambient temperature are two fundamental resetting cues. 
Focused on time-of-day-specific temperature effect on clock gene responses, it was found that PRR9, 
PRR7 & LNK1 are up-regulated in response to changes in temperatures specifically at late night 
phase. On the contrary, TOC1 is up-regulated response to changes in temperatures specifically at 
early night phase. These results suggest that the temperature-response is gated by circadian clock. 
Chromatin immunoprecipitation assays showed that PRR9, PRR7, LNK1 and LUX are direct targets of the 
nighttime repressor, suggesting  that temperature signals feed into the clock transcriptional 
circuitry through the EC nighttime repressor.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
概日リズムの位相制御は一日周期で規則的に変動する外部環境を予測し、種々の生理機能について一日における
特定の時間に最高のパフォーマンスを発揮できるよう生体の内生リズムを調節する上で非常に重要であると考え
られる。本研究では暗期の入力信号に感受性を示す植物時計の性質を分子レベルで解析し、暗期の入力信号に感
受性を示す転写抑制因子の機能を明らかにすることができた。この知見は概日時計が深く関与している植物の光
周性花成や形態形成を含む成長様式全般を人工制御するための知識基盤となりうるだろう。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 概日時計によって生成される約 24 時間周期の内生リズムは植物を含む多様な真核生物に普
遍的に備わっていることが知られており、地球の自転によって生じる昼夜の環境変化に適切に
応答するために重要な役割を担っていると推定されている。生物は概日時計に依存して、一日
周期で規則的に変動する外部環境を予測し、種々の生理機能について一日における特定の時間
に最高のパフォーマンスを発揮できるよう内生リズムを調節していると考えられている。とり
わけ光合成に依存した独立栄養性の成長様式をもつ植物にとって、明暗周期における時間情報
を細胞や組織、個体レベルの応答に結びつけるためのシグナル伝達経路は個体の生存や種の維
持にとって極めて重要な役割を果たしていると考えられている。 
 研究代表者らは緑色植物において新奇なリン酸リレー系関連タンパク質（N 末端側にレシー
バー様の配列を、C 末端側に CCT ドメインをもつ）が存在することを見いだし、これらを疑
似レスポンスレギュレーター(Pseudo Response Regulators, PRR1, PRR3, PRR5, PRR7, 
PRR9)と名付けて報告するとともに、それらの発現が、PRR9→PRR7→PRR5→PRR3→PRR1
の順に概日リズムを刻むことを明らかにした。上記因子の一つである PRR1 は、長年にわたり
シロイヌナズナの時計候補因子として注目されていた TOC1 と同一であることが判明した。そ
こで、PRR ファミリーの生理的機能を逆遺伝学的に解析したところ、prr9 prr7 prr5 toc1(prr1)
四重変異体は定常条件における自由継続リズムが消失しているだけでなく、光や温度サイクル
下においても概日リズムを生成することができないことが明らかになった (Yamashino et al. 
Plant Cell Physiol. 49, 1839–1850, 2008)。24 時間周期の環境サイクル下で arrhythmic にな
る変異体は、未だ prr 多重変異以外に報告されていない。このことは、PRR ファミリーが植物
時計の中心振動体として機能することを強く示唆している。現在までに同定された時計関連因
子の機能に基づいて、因子間の発現制御機構が明らかになってきているが、生物時計の本質的
な理解に必須である時計のリセット機構（明暗サイクルに対する同調性）を説明する分子機構
の解明には至っていない。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時計機構の本
質的理解に迫ることが可能だと思われる。まず、研究代表者は植物時計の温度入力において、
他の生物と同様の位相応答特性をもつリセット機能が備わっていることを確認した。さらに、
PRR9/PRR7, TOC1 が特異的にこの機能に必須であることを見出した。これらの知見を手がか
りに、概日リズムの温度リセット機構を解明するための研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 
 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。研究代表者らは、植物に特異的な一次構造上の特徴を有する擬似レスポ
ンスレギュレーターファミリーが概日時計の中心振動体として機能していることを発見した。
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リセットされる。本研究では、こ
れまでのシロイヌナズナを対象とした時計遺伝子の同定、発現制御機構、機能解析を手がかり
に、生物時計の特性に迫る研究へと発展させ、植物の概日リズムをリセットする機構を解明す
ることを目的とする。これを基盤に概日リズムの位相応答特性を人工制御し、成長制御に活か
す方法論を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、概日時計の特性を支える未知の分子機構に関する手がかりを得るために、概日
リズムのリセットシグナルとして知られている温度入力における２つの性質、①時間特異性、
②リセットの方向性（暗期後半の入力は位相前進、暗期前半の入力は位相後退）に着目する。
時計遺伝子の温度入力に対する初期応答性を解析し、上記の性質と整合性を示す時計遺伝子を
同定する。同定した時計遺伝子の発現制御機構を遺伝学的手法で解析し、制御に関与する trans
因子と cis 配列を同定する。cis 配列の機能、trans 因子の温度感受性機構を、分子生物学的、
細胞生物学的、生化学的手法で解析することにより、概日リズムの温度リセット機構を解明す
る。これを基盤に、概日リズムの位相応答特性を人工制御し、植物成長制御に応用するための
方法論を開発する。 
 
４．研究成果 
 
１．植物時計の温度入力に対する応答特性の解析 
 一般に、暗期前半と暗期後半の温度上昇（入力シグナル）は、それぞれ、概日リズムを前進、
後退させるリセットシグナルとして機能することが知られている。しかしながら、植物の温度
リセットに関しては関与する遺伝子も含めて不明な点が多い。本研究では、モデル高等植物の
シロイヌナズナを対象に植物時計をリセットすることのできる温度シグナルの性質を解析した。
その結果、少なくとも 16˚C から 28˚C の温度帯で 4˚C の温度差を感知して位相応答が可能であ



ること、温度上昇と温度低下は逆方向の位相応答性を示すことを明らかにした。次に、時計遺
伝子の温度応答性と概日リズムのリセット機能との関係を明らかにするために 22˚C から 28˚C
へのシフトによる温度パルス刺激に対して感受性を示す時計遺伝子の同定を試みた。その結果、
暗期後半の温度上昇に応答して PRR9, PRR7 の発言開始位相が前進すること、暗期後半の温度刺
激に応答して TOC1 の発現終了位相が後退することを明らかにした。この結果は、PRR9 および
PRR7 は概日リズムのリセットにおける位相前進を、その逆に TOC1 は位相後退を司る制御因子
として機能していることを示唆している。すなわち、これらの温度シグナルは中心振動体へ
PRR9, PRR7, TOC1 の発現位相の変化を引き起こす応答として伝達されることがわかった。温度
とならぶ概日時計の入力シグナルである光パルスに対しても、温度パルスと同様に時計遺伝子
が応答することを見いだした。さらに、温度と光を同時に作用させた場合には単独の場合と比
較して相乗的に効果を発揮することを明らかにした。 
 
２．温度リセットシグナルによる概日時計の位相応答制御機構の解析 
 前述した植物時計のリセット機能を支える分子機構を明らかにするために、入力シグナルに
対する PRR9, PRR7, TOC1 の位相応答において、温度非感受性を示す時計遺伝子変異を逆遺伝学
的解析によって同定することを試みた。その結果、LUX/PCL1-ELF3-ELF4 複合体をコードする遺
伝子 elf4, elf4, lux 変異を同定した。これらのいずれの変異体においても PRR9, PRR7, LNK1
の発現が暗期後半に脱抑制されており、この時間の温度入力に対する応答が消失していること
が判明した。そこで、ELF3promoter:ELF3-YFP, LUXpromoter:LUX:-GFP コンストラクトを染色
体に保持する形質転換体を用いてクロマチン免疫沈降（ChIP）実験により、LUX/PCL1-ELF3-ELF4
複合体の核内におけるプロモーター結合活性を解析したところ、標的である PRR9, PRR7, LNK1
遺伝子上流に存在する特徴的な cis 配列に直接結合することを明らかにした。さらに、この結
合は温度感受性であり、高温で阻害されることを見いだした。このことから、
LUX/PCL1-ELF3-ELF4 複合体が温度リセットによる位相応答遺伝子のプロモーター上流を認識
する trans 因子であることが明らかになった。 
 
３．植物時計のリセット機能の理解を基盤とした生長制御への応用展開 
 概日時計のリセット機構は昼夜の変化に時計を同調させるためだけでなく、光・温度に応答
した植物の発生および成長可塑性を制御している。このことは、概日時計の中心振動体の入力
刺激に対する位相応答が出力系遺伝子の時間特異的発現に深くリンクしていることを示唆して
いる。前年度までの研究の結果、概日時計をリセットする暗期の光・温度パルスシグナル（リ
セットシグナル）は Evening Complex（EC）とよばれる LUX-ELF3-ELF4 複合体の活性を調節す
る情報伝達経路上で統合され、EC の転写抑制因子としての活性を阻害することが明らかになっ
た。そこで、EC に依存して暗期入力に応答性を示す出力系関連遺伝子を網羅的に同定するため
にトランスクリプトーム解析を実施した。具体的には、シロイヌナズナの micro array を用い
て暗期後半の温度パルスの有無による phase advance response（位相前進応答）を野生型と elf3
変異体背景でゲノムワイドに比較解析した。その結果、EC 支配下の遺伝子を網羅的に同定する
ことに成功し、平成 27 年度に詳細に解析した PRR9, PRR7, LNK1 に加えて GI, LUX, PIF4, DOG1, 
ASN1 も EC に依存してリセットシグナルに応答性を示すことが明らかになった。これらの遺伝
子プロモーター近傍には前年度の解析で同定した PRR7, PRR9 遺伝子上流に存在する LUX 
binding site が存在し、クロマチン免疫沈降（ChIP）実験により in vivo で EC が直接結合し
ていることを明らかにした。以上の結果から、EC は振動体タンパク質だけでなく特定の出力系
関連遺伝子の発現を直接制御することによりリセットシグナルによる時計機構の位相応答と連
動して出力経路の活性化が同期する機構が存在することが明らかとなった。 
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