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研究成果の概要（和文）： 

 生物時計は高等植物において光周的花成を制御している。本研究では、シロイヌナズナ
において発見した高等植物の時計遺伝子 PHYTOCLOCK1（PCL1）のイネにおけるオー
ソログ OsPCL1 に突然変異をもつ変異体を分離して、光周的花成や概日遺伝子発現を調査
することを目的とした。OsPCL1 の突然変異体を、約 3,600 系統のイネの EMS 系統の中
から TILLING 法によってスクリーニングし、7 個の変異体を分離した。そして、分離し
たこれらの OsPCL1 変異体の表現型を調査した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  OsPCL1 is unique gene in the rice genome and homologous to the Arabidopsis clock 
gene PHYTOCLOCK1 (PCL1). The gene should be controlling the photoperiodic 
flowering in rice.  We screened mutants containing mutations on OsPCL1 locus by 
TILLING. In ~3,600 EMS (ethylmethan sulfonate) mutated rice lines (M3 or M4), we 
isolated 7 OsPCL1 mutants. Three mutants had single nucleotide substitution in the 
coding sequence of OsPCL1 causing single amino acid substitution in OsPCL1 but 
showed little effects on the photoperiodic flowering and circadian gene expressions. 
Residual 4 mutants had silent mutation. These results suggest that more mutants are 
needed to clarify the gene functions. We have prepared OsPCL1 RNAi lines in rice and 
are investigating their phenotypes. 
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１．研究開始当初の背景 

 小内はこれまで「生物発光リアルタイム測
定法」の開発と、この手法を駆使した植物時
計の解析を進めてきた。「生物発光リアルタ

イム測定法」とは、着目する遺伝子の発現を
生物発光レポーター遺伝子の発現に由来す
る生物発光として生きたままの細胞で連続
的に自動測定する手法である。本研究開始ま
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でに以下の６点を達成していた。（1）植物系
細胞に最適化した２種類のハイスループッ
ト生物発光自動測定装置（Okamoto, Onai et 
al., 2005a, Anal. Biochem 340:187-192.; 

Okamoto, Onai et al., 2005, Plant Cell 

Environ. 28:1305-1315）と生物発光リアル
タイム測定・解析プログラム（Okamoto, 

Onai et al., 2005b, Anal. Biochem. 

340:193-200）を開発した。（2）シロイヌナ
ズナにおいて極めて明瞭かつ再現性の良い
生物発光リズムを示す発光レポーター株の
作出とリズム測定法を開発した。（3）シロイ
ヌナズナにおいて「生物発光リアルタイム測
定法」を駆使して、リズム変異体の大規模ス
クリーニング（10 万個体のスクリーニング）
を行い、無周期変異体を含む多種多様なリズ
ム変異体を 35 個分離した（Onai et al., 2004, 

Plant J. 40:1-11）。（4）分離した変異体の中
で、全ての概日リズムが消失し、かつ光周性
（光周的花成）が日長不感受性になった変異
体 pcl1 の原因遺伝子として、時計遺伝子
PCL1 をクローニングし、その遺伝子機能を
明らかにした（Onai & Ishiura, 2005, Genes 

Cells 10:963-972; 特願 2005-169795）。（5）
PCL1 ホモログ遺伝子をイネ、ジャガイモ、
トマトなどの農作物を含む多くの高等植物
で発見した（Onai & Ishiura, 2005, Genes 

Cells 10:963-972; 特願 2005-169795）。（6）
イネの PCL1 遺伝子（OsPCL1）とシロイヌ
ナ ズ ナ の PCL1 類 似 遺 伝 子
PHYTOCLOCK1-LIKE（PCLL）の機能解
析を行い、時計関連遺伝子として機能してい
ることを明らかにした（小内と石浦、未発表）。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、植物の時計遺伝子 PCL1 に関
して、イネにおいて TILLING 法によって
pcl1 変異体を網羅的に分離し、その変異様式
とリズム表現型および光周性との相関に規
則性を見い出し、これによって、光周性の人
為的操作法の基盤を確立することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

 OsPCL1 の突然変異体を、約 3,600 系統のイ
ネの EMS系統の中から TILLING法によってス
クリーニングし、その表現型を調査した。 
 
４．研究成果 
 OsPCL1 の突然変異体を、約 3,600 系統のイ
ネの EMS系統の中から TILLING法によってス
クリーニングし、7 個の変異体を分離した。
それぞれの変異体の変異を DNAシーケンシン
グによって決定したところ、4個の変異体で
は 1塩基置換がコード領域に見られたものの、
アミノ酸配列に影響しないサイレント変異
を持っていた。残り 3個の変異体では、コー

ド領域内の 1塩基置換によって、それぞれア
ミノ酸置換を生ずる変異を持っていた。 
 OsPCL1 タンパク質にアミノ酸置換が生じ
ていると推測される、これら 3個の突然変異
体に関して、ホモ系統を確立して、その表現
型を調査した。具体的には、光周的花成とマ
ーカー遺伝子の概日遺伝子発現を調査した
が、いずれも野生型と大きな差異を確認でき
なかった。 
 これら 3つの突然変異体における OsPCL1
上のアミノ酸置換部位は、N 末端領域の近接
した部位に集中していた。このことから以下
の可能性が考えられる。(1)EMS による変異誘
発で OsPCL1 上に変異が生じやすい部位と生
じ難い部位が存在しているため、遺伝上の特
定の部位の変異体のみが集中的に分離され
てしまう。(2)光周的花成やリズム表現型に
影響が生じる OsPCL1 上の突然変異は、成長
差などのバイアスによって、分離効率が悪い。
こうした状況を踏まえて、さらに EMS系統の
規模を大きくして、OsPCL1 変異体のスクリー
ニングを進めている。 
 一方、OsPCL1 をノックダウンした場合の、
光周的花成やリズム表現型への影響を調査
するため、イネにおいて OsPCL1 の RNAi を発
現する系統を作製した。現在、RNAi系統の表
現型を調査している。 
 
 その他の主な研究成果は以下の通り。 
①生物発光リアルタイム測定システムの開
発と活用：生きたままの細胞で遺伝子発現を
高感度に自動計測する「生物発光リアルタイ
ム測定法」をさらに高感度化および大規模化
するために、新たなシステムの開発を行った
（小内と石浦, 2011, 光アライアンス 3月号、
pp.20-26; 小内と石浦 , 2010, 生物物理 
50:141-145; 特 願 2010-070074; 特 願
2010-070075; 特願 2010-095985）。 
②開発したシステムを活用して、高等植物の
油脂生産性（特願 2010-054484）およびその
生産性への時計遺伝子の関与に関する研究
を行った。 
②生物発光リアルタイム測定法を活用して、
クラミドモナスにおいて時計遺伝子の網羅
的同定に成功した（Matsuo et al., 2008, 
Genes Dev 22:918-930）。同定した時計遺伝
子の 2 つは PCL1 型の遺伝子であり、藻類と
高等植物で時計遺伝子の共通性が明らかと
なった。 
③生物発光リアルタイム測定法を活用して、
藍色細菌の時計関連遺伝子 pex（Kurosawa, 
Murakami, Onai et al., 2009, Genes Cells 
14:1-16）、 膜 チ ャ ン ネ ル 遺 伝 子 nhaS3 

（ Tsunekawa et al., 2009, J Biol Chem 
284:16513-16521）および aqpZ（Akai et al., 
2011, J Biol Chem, in press）の機能解析
を行った。 
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