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研究成果の概要（和文）：植物は分化全能性を示すことが大きな特徴であり、概日リズムが関わっている可能性
が示唆されてきた。しかし、植物の未分化細胞を直接単離することは難しく、概日時計が細胞分化に関わってい
るのか、関わっているとすればどの時計遺伝子がどのように関わっているのかを明らかにすることは困難であっ
た。そこで本研究では、葉肉細胞から維管束細胞への分化誘導系（VISUAL）を活用すると共に、ガラスキャピラ
リを用いた時系列1細胞トランスクリプトーム解析を実施した。その結果、細胞分裂の後期には時計遺伝子LUXが
特異的に発現誘導され、これが細胞分裂周期や細胞分化関連の遺伝子の発現を直接誘導することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The pluripotency of plant cells, an important characteristic, has been 
suggested to be associated with circadian rhythms. However, isolation of undifferentiated cells from
 plants has been challenging, making it difficult to determine whether the circadian clock is 
involved in cell differentiation and how specific clock genes are involved. In this study, we used 
the Vascular cell induction culture system using Arabidopsis leaves (VISUAL) system together with 
time-series single-cell transcriptome analysis using glass capillaries. We found that the clock gene
 LUX is specifically induced at the late stage of cell division and directly regulates the 
expression of cell cycle and cell differentiation-related genes.

研究分野：時間生物学

キーワード： シロイヌナズナ　概日リズム　分化全能性　1細胞トランスクリプトーム

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、概日時計遺伝子が直接、細胞運命決定に関わっていることが明らかとなった。また、細胞運命の
決定に先立って概日リズム形成が起こっていることが明らかになったことから、概日リズムはこれまでに考えら
れている以上に広範な現象に関わっている可能性が示唆された。
　植物細胞が分化全能性を示す一方で、動物細胞が示さないことは大きな謎であるが、動物細胞、植物細胞の両
方において概日時計の関与が示唆されたことから、概日時計の機能あるいはその制御対象の違いがこうした違い
を生み出している可能性が考えられ、分化全能性に対する理解がさらに進むきっかけになると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 概日時計は 24 時間周期の外部環境変化に対応するための仕組みである。概日時計は、

原始生命において、光合成によるエネルギー生産の最大化と細胞分裂時における UV に

よる DNA 損傷の最小化を達成するため、それぞれの反応を時間的に分離する目的で発

達してきたと考えられている[Johnson et al., 2010]。実際、細菌や動物細胞において細

胞分裂は夕方から夜にかけて起こるように概日時計によって制御されており、また、こ

うした概日リズムと細胞分裂周期のカップリングは細胞運命決定にも関わっているこ

とが知られている[Matsu-ura et al., 2016]。一方で、植物の概日時計は光周性花成やバ

イオマスに関連して研究されてきた経緯から、概日時計による細胞運命決定の仕組みは、

その存在も含めてこれまでほとんど明らかにされていない[McClung, 2011]。 

 申請者のこれまでの研究を含めいくつかの研究から、シロイヌナズナでは大部分の遺

伝子が周期的な発現変動を示しており、その中には細胞運命決定に関わる遺伝子も多く

含まれている[Michael et al., 2008, Endo et al., 2014]。こうしたことから、植物の細胞

運命決定や細胞分裂制御においても何らかの形で概日時計が関わっているのではない

かと考えられた。動物の場合、多能性幹細胞である ES 細胞では時計遺伝子の概日リズ

ムは見られず、分化するにつれ概日リズムが形成され、iPS 化により再び概日リズムが

失われることが知られている[Yagita et al., 2010]。シロイヌナズナの幹細胞ニッチであ

る根端分裂組織や側根形成の初期過程においても、概日リズムは見られなかった

[Fukuda et al., 2012, Voß et al., 2015]。こうしたことから、動物・植物を問わず、細胞

運命決定と概日リズム形成は深く関係していることが示唆される。また、申請者の予備

実験からも細胞運命決定における概日時計の関与が明らかとなっている。 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究では、研究課題の核心をなす学術的「問い」として、「多細胞生物の細

胞運命決定制御に共通した制御メカニズムは存在するのか」を設定し、概日時計やシグ

ナル伝達経路の本質的共通性という観点から、植物を材料にして、この問題に取り組み、

以下の 2 点の解明を目的とする。 

・ 植物において幹細胞からの細胞運命決定に概日時計が関わっていることを示すと共

に、この仕組みが細胞タイプに依存しない普遍的な制御メカニズムであることを確かめ

る。 

・ 動物および植物において、細胞運命決定が本質的に類似したメカニズムを利用して

いることの必然性を概日リズムによる拘束条件から理解し、普遍的な原理として解明す

る。 

 

３．研究の方法 

 本研究では初期胚発生に比べて経時観察が比較的容易な細胞分化に着目し、根や気孔

の分化過程、および、葉肉細胞からの維管束分化誘導系において、概日時計がどのよう

な役割を果たしているかを明らかにする。 



 本研究では、最近開発された葉肉細胞から維管束細胞への分化誘導系

VISUAL[Kondo et al., 2016]を利用することで、葉肉から維管束への細胞運命決定過程

のシグナル伝達経路を解明する。さらに、葉肉細胞や気孔・根などの運命決定について

も野生型と時計遺伝子の変異体で概日リズムや細胞分裂周期関連の発現を調べること

で、概日時計による細胞運命決定が細胞タイプの違いを超えた普遍的なものであること

を示す。具体的には、維管束幹細胞やメリステモイド・根端分裂組織などの細胞分裂活

性が時計遺伝子の変異体において低下することを明らかにし、いずれの細胞運命決定過

程においても概日時計が幹細胞の細胞分裂活性に関わっていることを示す。 

 申請者はすでに時計遺伝子 ELF4 が（維管

束）幹細胞特異的に発現することを見出して

いる (図１)。今後、ELF4 と複合体を形成する

別の時計遺伝子 LUX（転写因子）の ChIP-seq

を行い、時計遺伝子の制御標的に細胞周期関

連遺伝子があることを確認する。 

 また、申請者は葉肉細胞や維管束細胞・気孔・カルスにおいて時計変異体では細胞分

裂頻度の低下に起因すると考えられる細胞サイズの肥大や分化細胞の頻度低下を確認

しており（図２）、概日時計による細胞周期制御はかなり確からしいと予想している。 

 

 

 

 

 

 

  シロイヌナズナの概日時計は転写・翻訳によるフィードバックにより成り立ってお

り、細胞タイプごとに位相や振幅・発現量などの特性が異なっている。多くの場合、細

胞タイプの違いは細胞分裂に伴って生じることが知られているが、細胞分裂の前後でこ

うした概日時計の特性がどのように変化するかを解析した例は無い。これは、従来の発

光レポーターでは空間分解能が低く、蛍光レポーターでは時間分解能が低いためである。

そこで、本研究では、時計遺伝子 CCA1 のプロモーターに不安定化させた

GFP(d2EGFP)を融合させることで、概日リズムを経時的にかつ 1 細胞レベルの空間分

解能で測定する。また、概日時計制御下にある細胞運命決定に関わるマーカー遺伝子の

発現を併せて測定することで、分化状態と概日リズムの特性変化との時間的な関係を明

らかにする。 

 仮に、分裂前後で概日リズムの振幅や発現量等に明確な差が見られない場合において

も、染色体が凝集している分裂期には新規の転写はほとんど起きていないはずであり、

概日時計はリズムを刻めず停止していると考えられる。そのため、概日時計の位相は分

裂前後で周囲の細胞とはズレていると考えられる。こうした位相のズレが細胞運命決定

にどのように関わっているかを中心に解析する。 

 

 

４．研究成果 

ELF4 ::LUCELF4 ::LUC

図 1 

時計遺伝子 ELF4

は維管束幹細胞で

特異的に発現して

いる。 

野生型 cca1  lh y toc1 e lf 4

図２ 時計変異体(lhy cca1 toc1, elf4)では、気孔数が野生型より有意に減少している。 



 細胞分化の指標である特殊な細胞周期エンドサイクルと植物ホルモンオーキシンの

関係に着目した。これまで、エンドサイクルの進行にはオーキシンレベルが低いことが

必須であるとされていたが、実際にエンドサイクルが進行する細胞ではオーキシンレベ

ルは高い、という矛盾があった。そこで、既に公開されている１細胞 RNA-seq データ

を再解析することで、エンドサイクルと有糸分裂サイクルの時系列を再構築し、それぞ

れにおけるオーキシンレベルを推定した。その結果、オーキシンレベルはエンドサイク

ル内でのみ変動し、オーキシンの必要なフェーズでのみ細胞内のオーキシンレベルを増

大させ、不要なフェーズでは低減させる仕組みの存在が明らかになった。さらに、この

細胞自律的なオーキシンレベルの変動こそがエンドサイクルの進行の要であることも

示した。 

 

 生物リズムで最も有名な概日リズムの変調とそれによる細胞分化制御を解析した。こ

れまで１細胞 RNA-seq データの時系列解析は時間情報を加味しておらず、概日リズム

のような時間経過による変動リズムを捉えることは難しかった。そこで、擬似的な時間

軸に実時間の情報を付与するアルゴリズムを新たに開発し、分化誘導系を用いることで

幹細胞の分化過程における概日リズムの変動を観察した。 

 

 

 

 



その結果、脱分化により生じた幹細胞では概日リズムの振動が停止し、分化が進行する

につれ概日リズムが現れることが明らかとなった。さらに、分化後の時計遺伝子の発現

プロファイルは脱分化前の細胞のものとは大きく異なっていたことから、幹細胞におい

て概日時計システムが再構成されていることを示した。この概日リズムの変調が実際に

細胞分化・分裂関連遺伝子の発現を制御していたことから、概日時計の変調により細胞

運命が制御されていることが明らかになった。 
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