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植物で組織ごとに異なる体内時計が働いていることを発見 
ポイント 

 植物ではこれまで困難であった組織単位での「時計遺伝子」発現の定量解析に初めて成功。 

 維管束の時計遺伝子の機能を阻害するだけで花の咲くタイミングを遅らせることができた。 

 植物組織の体内時計機能は、植物の精密な生長調節法開発のターゲットとして期待。 

ＪＳＴ 戦略的創造研究推進事業において、京都大学の 遠藤 求 助教らは、植物組織

の遺伝子発現をモニタリングする新規解析手法を開発し、時計遺伝子の発現を組織レベ

ルで定量的に測定することに成功しました。 

動物では、脳に存在する体内時計注１）とその他の臓器に存在する体内時計の機能が異な

ることが知られていました。植物でも、動物のような体内時計の機能分担が組織レベル

で存在する可能性は指摘されていましたが、組織単離に時間がかかるため、時々刻々と

発現量が変化する体内時計に関わる時計遺伝子の発現を、定量的・経時的に測定するこ

とは困難でした。 

本研究グループは、各組織での時計遺伝子の発現を迅速に測定するために、組織単離

時間を従来法の１／３以下に短縮しました。また、時計遺伝子の発現を非侵襲で測定で

きる「ＴＳＬＡ法」を世界で初めて開発し、維管束に存在する時計遺伝子の性質が他の

組織と大きく異なり、隣接する葉肉組織の時計遺伝子の発現に影響を与えていることを

明らかにしました。さらに、維管束の時計機能を阻害するだけで植物の花の咲くタイミ

ングを遅らせることにも成功しました。 

本研究の結果は、植物がどのように時間を測りその情報を個体レベルで統合している

のかを解明する手がかりになるだけでなく、植物の組織単位の時計機能をターゲットに

することで植物の精密な生長調節法の開発が期待されます。 

本研究成果は、２０１４年１０月２９日（英国時間）に英国科学誌「Ｎａｔｕｒｅ」

のオンライン速報版で公開されます。 

本成果は、以下の事業・研究領域・研究課題によって得られました。 

戦略的創造研究推進事業 個人型研究（さきがけ） 

研 究 領 域：「細胞機能の構成的な理解と制御」 

（研究総括：上田 泰己 東京大学 大学院医学系研究科 教授） 

研究課題名：「構成的アプローチによる植物の生物時計の組織特異的な役割の解明」 

研 究 者：遠藤 求（京都大学 大学院生命科学研究科 助教） 

研究実施場所： 京 都 大 学 農 学 ・ 生 命 科 学 研 究 棟 ７ ２ １  

研 究 期 間：平成２３年１２月～平成２６年１１月 
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＜研究の背景と経緯＞ 

これまで植物の体内時計は、個々の細胞が独自に時間を測っており、どの組織の体内時

計も同じ機能を持っていると漠然と考えられていたため、植物個体全体を用いた解析が主

流であり（図１）、植物組織ごとの体内時計機能や組織・細胞間での体内時間情報のやりと

りについてはほとんど解析されてきませんでした。 

動物では、外科的な手術により脳など特定の組織の一部を切除・移植するといった実験

や培養細胞を用いた実験から、各組織の体内時計の役割、特に脳にある体内時計の重要性

が明らかにされてきました。しかし、植物は脳に対応する明確な中枢を持たず、機能を維

持したまま組織を培養することも困難でした。また植物では、動物とは異なり細胞壁によ

って細胞同士が固く接着しているため組織単離に非常に時間がかかり、時間の経過ととも

に発現量が変化する、時計遺伝子の発現を定量的・経時的に測定することは困難でした。

植物の体内時計の組織特異的注２）な解析を進展させるために、こうした技術的な課題を解

決することが強く望まれていました。 

 

＜研究の内容＞ 

遠藤助教らはまず、これまで組織レベルでの体内時計の解析を難しいものにしていた組

織単離法の改良に取り組みました。これまでは、目的組織でのみ蛍光たんぱく質で標識し

た植物から、蛍光を指標として組織を単離していたため、単離のために約１時間３０分～

４時間３０分ほどかかっていました。そのため、操作中に時計遺伝子の発現量が変化して

しまい、体内時計を定量的に測定することは困難でした。今回、超音波処理と酵素処理を

組み合わせることで、シロイヌナズナ注３）からの組織単離にかかる時間を３０分以内に短

縮することに成功しました。これにより、単離操作中の遺伝子発現量の変化をほとんど気

にする必要がなくなり、初めて定量的に各組織の体内時計を解析することが可能になりま

した（図２）。この方法を用いて、シロイヌナズナに光を当て始めてからの葉全体、葉肉組

織と維管束組織の、時計遺伝子の発現を定量的に測定したところ、発現量や発現リズム、

標的遺伝子などが、葉全体と葉肉の発現様式はよく似ているのに対し、維管束はそのどち

らとも大きく異なっていることがわかりました（図３）。こうしたことから、植物でも動物

と同様に体内時計システムは組織ごとに異なっていることが考えられました。 

さらに、維管束で時計の働きを阻害すると葉肉の体内時計の働きも阻害される一方で、

葉肉の時計の働きを阻害しても維管束の時計の働きには影響がないこともわかりました

（図４）。こうした時計制御の非対称性は動物でも見られており、植物の体内時計システム

は動物と同様に階層構造を持っていることも明らかになりました。 

 このことを別のアプローチから確認するために、組織レベルでの遺伝子発現を非侵襲で

測定するための新しい方法としてＴｉｓｓｕｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｕｃｉｆｅｒａｓ

ｅ ａｓｓａｙ（ＴＳＬＡ）法を世界で初めて開発しました（図５）。従来法では、全ての

組織で発光リズムが見られるため、特定の組織における発光量を定量することは困難でし

たが、この方法では、ルシフェラーゼ注４）という酵素の遺伝子を２つに分け、組織特異的

プロモーター注５）および時計プロモーターによって発現させ、２つの発現が重なる時間・

空間のみでルシフェラーゼを再構成させることで、特定の組織における時計遺伝子の発現

を発光リズムとしてとらえることができます。ＴＳＬＡ法を用いた解析から、同じ時計遺

伝子でも維管束と葉全体では異なる遺伝子発現リズムが見られることからも、葉肉と維管

束の時計システムが異なっていることが支持されました（図６）。 

 さらに、こうした維管束の体内時計はフロリゲン注５）と呼ばれる花成ホルモンの産生を

通じて、個体全体の生理応答を制御していることも示され、植物の体内時計において維管

束が非常に重要であることが示されました（図７）。 
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＜今後の展開＞ 

 体内時計は多くの遺伝子発現の制御に関わっていますので、花成や細胞伸長など体内時

計によって制御されている生理応答の解析も、組織レベルで行っていく必要があることが

わかりました。本研究で開発した手法を用いることで、こうした組織レベルでの解析が大

きく進むことが期待されます。 

 また、維管束の時計機能を阻害するだけで植物の花の咲くタイミングを遅らせることが

できたことから、体内時計は植物の生長調節法開発の新たなターゲットになる可能性が期

待されます。 

 

 

Nature NEWS & VIEWS に解説記事が出ていますので、そちらも参考にしてください。 

http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature13936.html 
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＜参考図＞ 

個体レベルでの遺伝子発現解析 

これまで	

今回	

① 植物での研究アプローチ 

今回	

視交叉上核 

肝臓 
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図１ 動物と植物における体内時計研究アプローチの違い 

① これまで、植物の体内時計研究は個体全体をすりつぶして遺伝子発現解析を行っていた

ので、体内時計の組織レベルでの振る舞いは解析できなかった。 

② 動物細胞では外科手術で組織を摘出する方法や、培養細胞を使用することで体内時計の

組織レベルでの振る舞いを解析することができる。 

 

今回、高効率・短時間で植物の組織を単離する方法を開発することで、初めて組織レベ

ルでの発現解析を実現できた（詳細は図２参照）。 
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図２ 植物におけるこれまでの組織単離法と今回開発した組織単離法の違い 

① これまでの方法では、緑色蛍光たんぱく質ＧＦＰを植物の組織特異的に発現させ、プロ

トプラスト（酵素処理により細胞壁を取り除いた植物細胞）を単離し、さらにＧＦＰを

指標に目的の組織を単離していた。この方法では単離した組織の純度は高いが、時間が

かかってしまうため（１時間３０分～４時間３０分程度）、時間とともに発現が変化す

る体内時計の解析には不向きであった。 

② 今回開発した方法では、葉を短時間酵素処理することで、葉肉だけをプロトプラストと

して単離した後、葉に酵素処理と超音波処理を組み合わせて行うことで、葉肉を破砕し

表皮と維管束だけを効率よく単離することができる。これにより、組織単離に要する時

間を３０分以内に短縮することができ、時間経過に伴う発現量変化をほとんど気にする

ことなく組織レベルでの遺伝子発現解析を行うことができる。 
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図３ 維管束は、葉全体や葉肉とは全く異なる発現様式を持つ 

２４時間のうち、１６時間は光が当たる環境（明期）、８時間は光が当たらない環境（暗

期）で生育したシロイヌナズナの葉全体、葉肉と維管束の遺伝子発現を解析した。体内時

計によって制御されている遺伝子のうち、維管束における遺伝子発現量の平均を０とし、

高発現の遺伝子を青線で、低発現の遺伝子を緑線で塗り分けた。横軸は明期開始を０とし

たときの経過時間を示している。 

葉全体と葉肉の発現様式はよく似ているが、維管束はそのどちらとも大きく異なり、葉

全体や葉肉で発現の低い遺伝子（青線）が高発現している。維管束で特異的に発現してい

ることが明らかとなった時計遺伝子ＥＬＦ４の発現を赤い線で例示した。 

 

 

図４ 葉肉と維管束の体内時計は非対称的な制御関係を持つ 
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（図左）遺伝子操作により葉肉の時計機能を阻害したシロイヌナズナでは、葉全体（黒線）

と葉肉（緑線）での時計遺伝子の発現は低下するが、維管束（青線）でのリズムは消失し

ない。 

（図右）一方、遺伝子操作により維管束の時計機能を阻害したシロイヌナズナでは、維管

束（青線）だけでなく葉全体（黒線）や葉肉（緑線）の時計遺伝子の発現まで消失する。 

このことは、維管束の体内時計が葉肉の体内時計に対して支配的であることを示してい

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ Ｔｉｓｓｕｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ（ＴＳＬＡ）

法の原理 

ルシフェ−ラーゼ（ＬＵＣ）を断片化したもの（ｎＬＵＣとｃＬＵＣ）を、それぞれＪｕ

ｎ遺伝子とＦｏｓ遺伝子の部分断片を改変したもの（ｃ－Ｊｕｎ ｂ－ＺＩＰとＡ－Ｆｏ

ｓ）と融合させる。その後、一方を目的の組織特異的プロモーター、もう一方を時計プロ

モーターで発現させる。たんぱく質に翻訳された両者は、ＪｕｎとＦｏｓを介して特異的

に結合し（Ｊｕｎたんぱく質とＦｏｓたんぱく質は結合することが知られている）、断片化

されていたルシフェラーゼが再構築される。２つの発現が重なる時間・空間のみでルシフ

ェラーゼを再構成させることで、目的の組織で目的の時計遺伝子の発現が発光リズムとし

て検出できる。 
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図６ ＴＳＬＡ法による組織特異的な時計遺伝子発現の解析 

（図左上）ＴＳＬＡ法で維管束特異的に時計遺伝子を発光させた。 

（図左下）ＴＳＬＡ法で葉肉特異的に時計遺伝子を発光させた。 

（図右）時計遺伝子ＴＯＣ１の発現量を示す。ＴＳＬＡ法では発光が特定の組織に限定さ

れるので、組織特異的な発光リズムを定量的に計測することができる。測定の結果、葉肉

（黒丸）と維管束（青丸）では同じ遺伝子でも異なるリズムが見られたことから、葉肉と

維管束の体内時計は異なると考えられる。横軸は連続明条件にしてからの時間を表す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 維管束の体内時計機能を阻害すると遅咲き表現型を示す 

２４時間のうち、１６時間は光が当たる環境（明期）、８時間は光が当たらない環境（暗

期）で１ヶ月間生育させたシロイヌナズナ。維管束を含む組織（全体と維管束）で、遺伝

子操作により体内時計機能を阻害したシロイヌナズナは、顕著に花が咲くのが遅くなる一

方で、葉肉や表皮で体内時計機能を阻害しても野生型（遺伝子操作をしていないシロイヌ

ナズナ）と同様に花が咲くことがわかる。
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＜用語解説＞ 
 

注１）体内時計  

約２４時間周期のリズムを生み出すための仕組み。概日時計。地球の自転や公転に伴

う明暗周期や季節変化に対応するための仕組みとして獲得されたと考えられている。 

 

注２）組織特異的 

ここでは、ある遺伝子の機能が必ずしも発現している全ての組織では必要なく、特定

の組織でのみ機能していることを指している。 

 

注３）シロイヌナズナ  

代表的なモデル植物。アブラナ科。多くの時計遺伝子がすでに同定されており、体内

時計の仕組みの解明が最も進んでいる。 

 

注４）ルシフェラーゼ 

ホタルなどの生物発光において、発光物質が光を放つ化学反応を触媒する作用を持つ

酵素の総称。 

 

注５）プロモーター（発現調整領域） 

ＤＮＡ上で遺伝子をコードする領域の付近で、その遺伝子の転写開始・停止を調節す

る配列を含む領域のこと。 

 

注６）フロリゲン 

植物の花芽形成（花成）を誘導する植物ホルモン。 

 

＜論文タイトル＞ 
 

“Tissue-specific clocks in Arabidopsis show asymmetric coupling” 

（シロイヌナズナの組織特異的な概日時計は非対称的にカップリングしている） 

doi: 10.1038/nature13919 

 


