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要旨 

地球の自転による周期的な環境変化である昼夜サイクルに適応するために、シアノバクテ

リア、アカパンカビ、シロイヌナズナ、ショウジョウバエ、マウスなど単細胞生物や多細

胞生物に関係なく多くの生物が概日時計を有している。概日時計は生体内で約 24 時間の周

期のリズム（概日リズム）を生成し、環境変動をあらかじめ予測することによって生体内

の状態を最適化している。シロイヌナズナにおいては、約 20 個の時計遺伝子の転写―翻訳

フィードバックループによって概日リズムが生み出されていることが明らかになっている。

植物全体の細胞で時計遺伝子が発現することから、植物の概日時計は細胞時計の集合体と

して捉えることができる。しかし、時計遺伝子が発現しているからと言って全ての細胞が

均質な概日時計を有しているわけではない。初期の概日リズムの研究において植物体内で

気孔の開閉リズムや葉の上下運動のリズムの周期が異なることから植物は組織特異的な細

胞概日時計の集合体であることが予想された。実際に時計遺伝子の発現量が組織ごとに異

なっていることが報告され始めている。また、器官・組織レベルの概日リズム解析によっ

て、維管束から葉肉組織、茎頂から根などの他の器官への時間情報伝達が示唆されている。

さらに、細胞レベルの解析によって、組織内の細胞の概日リズムを検出することに成功し、

組織内での細胞概日リズムの性質が明らかにされつつある。これらのことから、植物の概

日時計は組織ごとに異なる不均一な細胞時計の集合体であり、植物は不均一な細胞時計間

を統合することによって、植物個体として光や温度などの外部環境の変動や、細胞ごとの

遺伝子発現のばらつきに適応している。しかし、組織からの影響を受けない細胞時計の性

質や役割は依然として不明のままである。 

本研究では、細胞自身が持つ固有の概日時計の特徴を明らかにすることによって、

植物が細胞時計を統合し、個体として環境に適応する仕組みを理解することを目指した。

植物組織内において細胞は他の組織や細胞からの影響を受けているため、細胞の概日リズ

ムは細胞自身の振動システムと他細胞からの影響を反映した挙動を示す。プロトプラスト

として細胞を物理的に単離し、細胞一つ一つの概日リズムを様々な条件で調べることで、

細胞が本来持つ概日時計の特徴を明らかにした。 

第 1 章では、シロイヌナズナの葉から単離した細胞の発光概日リズムを長期的に

測定できる条件を検討した結果を報告した。刺激に対する概日リズムの位相応答を解析す

るなど概日リズムの性質を調べるためには概日リズムが 1 週間程度持続する必要があった。

しかし、従来の方法ではシロイヌナズナの葉から単離した細胞の概日リズムは急激に減衰

し、3 日程度しか発光概日リズムを検出することができなかった。培地条件を検討するこ

とで単離細胞集団の概日リズムを 11 日以上測定することに成功した。また、細胞密度が概

日リズムの持続に重要であることも示した。それらの条件を用いて明暗シグナルに対する

細胞集団の概日リズムの位相応答を調べることによって、細胞集団が光に応答し概日時計
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の時刻を調節できることを明確に示した。 

第 2 章では、単一細胞レベルでの単離細胞の発光概日リズムを測定する実験系を

確立し、その実験系を利用することによって明らかにした細胞概日時計の特徴を報告した。

概日リズムの三大性質である「自由継続性」、「温度補償性」、「同調性」を単離細胞が有す

ることを明らかにし、植物の細胞一つ一つの概日時計が細胞自律的に機能することを証明

した。また、シロイヌナズナの葉から単離した細胞に加えて根から単離した細胞における

発光概日リズムを調べることによって器官特異的な細胞概日時計の存在を示した。根由来

細胞の概日リズムは葉由来細胞の概日リズムに比べて堅牢な温度補償性を有することを明

らかにした。 

第 3 章では、細胞密度が単離細胞の概日リズムに与える影響について報告した。

時刻情報とは無関係に単離細胞の細胞間ではたらく作用によって単離細胞の概日リズムの

安定性や明暗に対する細胞間での正確性が向上することを示した。シロイヌナズナの葉か

ら単離した細胞を高細胞密度下で培養すると個々の細胞の概日リズムが安定化し、その細

胞概日リズムの安定化が細胞の分泌物質によって引き起こされていることを明らかにした。

細胞密度の増大によって概日リズムが安定化する例は哺乳類の概日時計においても報告さ

れている。高細胞密度による概日リズムの安定化は生物に関係なく普遍的な仕組みによっ

て生じていることを提案した。 

単離された細胞の発光概日リズムを単一細胞レベルで解析することによって、組

織からの影響を受けない植物細胞時計が有する概日時計の特徴を明確に示した。単離細胞

という人工的な条件ではあるが、植物の概日時計研究を発展させるための基本的な情報に

なると確信している。また、葉と根から単離された細胞において器官特異的な概日時計の

特徴を示した。葉と根の細胞時計が植物の地上部や地下部といった植物内での不均一な環

境に適合した性質を有することを提案した。  
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用語・略語 

時間生物学で使用される用語 

 

1. 概日リズムの三大性質： 

自由継続性、温度補償性、同調性。 

2. 自由継続性： 

光や温度などの環境が変化しない恒常条件においても、約 24 時間周期のリズムが継続

する性質。 

3. 温度補償性： 

生体内の酵素反応において温度が 10℃上昇につれて反応速度は 2―3 倍に変化するが、

概日リズムの周期は温度の影響を受けにくい性質。 

4. 同調性： 

光や温度などの同調因子によって、概日リズムの位相が移行（シフト）し、概日時計

の時刻が調整される性質。 

 

5. 位相移行曲線（Phase Transition Curve：PTC）： 

同調は刺激に対して位相が前進もしくは後退する（シフトする）ことで生じる。位相

シフトを視覚化する方法として位相移行曲線がある。位相移行曲線は横軸にパルス前

のピーク時刻を縦軸にパルス後のピーク時刻を図示することで描画できる。位相移行

曲線には 0 型と 1 型がある。0 型では刺激を与える時刻に関係なく概日リズムの位相

がほぼ同じになるため、位相移行曲線の傾きが 0 付近になる。1 型では位相シフトは

生じるが、位相がリセット（0 型で生じる完全な同調）されないため、位相移行曲線

の傾きは 1 付近になる。未処理のコントロールでは 24 時間周期が継続され、傾き 1 の

直線が見られる。  

      （   ）   の位相   
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本研究で使用される用語 

 

1. プ  プラス 由来細胞： 

シロイヌナズナからプロトプラストとして単離した細胞を指す。プロトプラストとし

て単離された細胞は培養中に細胞壁を再合成すると考えられるためプロトプラスト由

来細胞としている。 

2. 葉由来細胞： 

シロイヌナズナの葉からプロトプラストとして単離した細胞。 

3. 根由来細胞： 

シロイヌナズナの根からプロトプラストとして単離した細胞。 

4. 標準条件： 

プロトプラスト由来細胞（葉由来細胞の場合は 2  104 cell/4 ml、根由来細胞の場合は

5  104 cell/4 ml）を 22℃、恒暗条件（DD）の W5+FBS 培地で培養・測定した条件。 

 

概日リズムによる細胞の分類（第 2章・第 3章） 

発光概日リズムを解析するために、概日リズムの挙動から単離細胞を分類した（図 17：材

料と方法を参照）。EM-CCD カメラによって発光画像を取得することによって各細胞の発

光を検出し、ImageJ を用いて各細胞の発光量を定量した。 

5. 発光検出細胞： 

発光画像上で発光が重ならず、他の細胞とは発光を区別できる細胞。 

6. 解析可能細胞： 

発光検出細胞において、発光リズムのピークが検出された細胞。ピークは二次関数フ

ィッティングによって抽出されたものを手動で確認し、不適切に抽出された時刻に関

してはその時刻のデータを削除した。 

7. 概日リズム細胞（グ  プ  に分類される細胞）： 

解析可能細胞の中から、測定期間中において発光概日リズムが持続した細胞。 

8. 不完全リズム細胞（グ  プ 1 とグ  プ 2）： 

解析可能細胞の中から、測定期間中において最初のピーク時刻が見られなかったりピ

ーク間隔が概日リズムの周期から大きく（35 時間より）外れていたり、発光が消失し

たりした不完全なリズムが部分的に見られた細胞。 
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本研究のリズム解析で使用される用語 

 

1. 細胞（の概日リズム）の周期： 

1 つの概日リズム細胞における発光リズムのピーク間隔の平均。 

2. サイク 間のばらつき（CV）： 

細胞概日リズムの安定性を評価するための指標。1 つの概日リズム細胞において、概

日リズムのピーク間隔の変動係数（CV =標準偏差/平均）。 

3. 同期率： 

細胞間の位相のばらつき度合いを評価するための指標。24 時間の範囲における同期率

はピーク時刻をもとに算出した。同期率は 0（非同期）から 1（同期）の範囲で、細

胞集団のコヒーレンス（同期状態）を表し、値が大きいほど細胞間の位相（ピーク時

刻）は揃っていることになる。 
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4. 概日リズムの頑健性： 

本研究では、Relative Amplitude Error（RAE）が 0.2 以下の値を示す発光変動を持つ

細胞を頑健なリズムを示す細胞とした。RAE の値は Fast fourier transform–nonlinear 

least squares（FFT-NLLS）解析によって算出される。FFT-NLLS 解析は時系列デー

タに対してコサイン関数の線形和をフィッティングすることで概日リズムの周期を算

出する方法である。フィッティングする際にフィッティングの精度を RAE の値とし

て算出するため、概日リズムの頑健性を推定する指標の一つになる。RAE の値は 0 か

ら 1 を示し、0 に近いほどフィッティングが正確であることを示すため、0 に近いほ

ど頑健であると考えられる。 

5. Q1 値： 

概日リズムの周期の温度補償性の指標となる値。Q10 は、温度が 10℃異なる 2 つの条

件で測定された反応速度［リズムの周波数（1 /周期）］の比率として定義される。本

研究では 12―17℃といった 5℃ごとに Q10 値を算出している。 

𝑄10 =  (
𝜏1

𝜏2
)

(
10

𝑇2−𝑇1
)

 

Ti：温度（℃） 

i：周期（h） 
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序章 

組織特異的な細胞時計と細胞時計の統合 

概日時計 ステム 

地球の自転によって生じる 24 時間の昼夜サイクルに合わせて、多くの生物が概日的な生理

リズムを示す。概日時計はシアノバクテリア、アカパンカビ、シロイヌナズナ、ショウジ

ョウバエ、マウスなど多くの生物が有しているシステムである。それらの生物は概日時計

を保持することで日周変動を予測し、環境変動に対して適応している。 

概日時計は光や温度などが一定の恒常条件下においても約 24 時間の周期で自由継

続し、さらに光や温度などの周期的な外部環境変動に応答して時刻合わせをする。植物は

動物と異なり自由に移動することができず、様々な環境のもと、固定された場所で一生を

送る。そのような植物にとっては、外部環境の変化に対応するために植物の概日時計を周

期的な環境に同調し、生理反応を変化させることが重要である。植物の成長や代謝などの

生理現象が概日時計の制御を受けている（図 1）。トランスクリプトーム解析の結果からシ

ロイヌナズナの転写物の 6％が mRNA レベルで概日変動することが報告されている

（Harmer et al., 2000）。さらに、エンハンサートラップ法によってプロモーターの 3 分の

1 が概日リズムを示し、転写制御に対する概日時計の影響が確認されている（Michael and 

McClung, 2003）。 

 

 

 

 

 

 

生   
光

温度

概日時計

  出 

光周性  

  の  

  

な 

図 1 植物の概日時計 ステム 

概日 計シ テムは光や温度など 入力 よって   調整し、様々な生理現象 関与し

てい 。 
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時計遺伝子の発 変動 

モデル植物であるシロイヌナズナの概日時計は数々の時計遺伝子の転写翻訳フィードバッ

クループにもとづいている（Pokhilko et al., 2012; Nohales and Kay, 2016）（図 2）。時計遺

伝子である CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1（CCA1）と LATE ELONGATED 

HYPOCOTYL（LHY）は夜明け付近で発現のピークを持つ。CCA1 と LHY は、夕暮れ・

夜に発現のピークを持つ GIGANTEA（GI）、TIMING OF CAB EXPRESSION 1（TOC1）、

LUXARRHYTHMO（LUX）と EARLY FLOWERING 3（ELF3）と EARLY FLOWERING 

4（ELF4）の発現を抑制する。また、TOC1 と EC（Evening complex：LUX、ELF3、

ELF4 で構成される複合体）は PSEUDO PRESPONSE REGULATOR 9 / 7 / 5（PRR 9 / 7 

/ 5）の発現を抑制し、振動の頑健性を高めていると考えられている（Creux and Harmer, 

2019）。大半の組織の細胞で時計遺伝子が発現しているため、概日時計システムは個々の

細胞に存在していると考えられている。実際、蛍光タグ付き CCA1 の発現変動を顕微鏡下

で観測した結果、植物全体の個々の細胞が概日リズムを示すことが報告されている

（Gould et al., 2018）。 

 

 

 

 

    
CC 1

P  s

 C

CC 1遺伝子：  発 

                     

図 2   イヌナズナの概日時計の分子機構とCC 1遺伝子の発 リズム 

様々な 計遺伝子が互い 制御し合うこ  よって約 1 日 概日リズム 生み してい

 。簡易的な中心振 モデ                 , 2012     作製し  。中心振  形成

す LHY/CCA1- RR -EC 相互作用モデ は 3   構成因子 よ 抑制制御 実線  含

んでい 。他 作用 して LHY/CCA1  よ  RR へ 促進制御 EC  よ 自己抑制

 点線 が含まれてい 。12   明 ／12   暗  おいて CCA1 遺伝子は朝方 明 

 初め  発現     示す。 
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概日時計の  機構（光刺激） 

光は植物にとってエネルギー源の生産だけでなく、植物の成長や適応過程において幅広い

生理現象を引き起こす支配的な環境刺激である。シロイヌナズナにおいて 5 つの光受容体

［フィトクロム、クリプトクロム、ZEITLUPE（ZTL）ファミリー、フォトトロピン、

UV Resistance Locus 8（UVR8）］が存在している（Sanchez et al., 2020）。これらの光受容

体はそれぞれ異なる紫外可視吸収スペクトルを示し、シグナル伝達経路も様々である

（Parihar et al., 2016; Paik and Huq, 2019）。概日時計の入力としても光受容体は重要であ

り、フォトトロピン以外の光受容体が光刺激による概日時計の同調に関与し、概日リズム

の周期に影響を及ぼす（Litthauer et al., 2016; Sanchez et al., 2020）。初期の研究から赤色

光受容体であるフィトクロムと青色光受容体であるクリプトクロムが光刺激の概日時計シ

ステムへの入力に重要であることが知られている（Somers et al., 1998; Devlin and Kay, 

2000）。フィトクロムの 1 つである PHYB は植物体全体で発現している（Toth et al., 2001）。

植物は個々の細胞に概日時計とその入力経路の一つである光受容体を有しているため、細

胞自身が光に応答して概日時計の時刻を調節することができる。 

 

器官・組織特異的な概日時計（細胞時計） 

植物全体の細胞で時計遺伝子が発現しているからと言って全ての細胞が均質な概日時計を

有しているわけではない。初期の研究によってマメ科の植物において気孔の開閉リズムの

周期と葉の上下運動の周期が異なることや、タバコ植物において細胞質遊離カルシウム

（Ca2+）量の変動リズムと葉緑体関連遺伝子である Lhcb（Light-harvesting complex b）の

発現リズムの周期が異なることから、植物体内に複数の異なる性質を持つ概日時計が存在

すると考えられていた（Hennessey and Field, 1992; Sai and Johnson, 1999）。実際、様々な

研究によって器官や組織ごとに特異的な概日リズムを示すことが報告されている。蛍光タ

グ付き CCA1 を形質転換したシロイヌナズナにおいて、孔辺細胞と周囲の表皮・葉肉細胞

の概日リズムの周期が異なることが細胞レベルで示されている（Yakir et al., 2011）。時計

遺伝子の一つである PRR3 が維管束で強く発現していることや、葉肉組織に比べて維管束

組織で発現量が高い時計遺伝子が複数存在することが報告されている（Para et al., 2007; 

Endo et al., 2014）。シュートと根における遺伝子発現解析によっても、いくつかの時計遺

伝子の発現量が異なることが示されている（Lee and Seo, 2018）。また、植物全体の個々

の細胞で蛍光タグ付き CCA1 の発現変動を顕微鏡下で観測した最近の研究では、植物の器

官内および器官間で概日リズムの振幅、周期、位相が細胞ごとに異なることが報告されて

いる（Gould et al., 2018）。 
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器官・組織・細胞間での時間情報伝達 

植物の概日時計が異なる概日リズムの周期を有する細胞の単純な足し合わせであった場合、

植物内で細胞ごとの時刻情報が不揃いになり、植物個体として環境変動を正確に予測する

ことができない。植物個体として環境に適応するためには、潜在的に異なる性質を有する

と考えられる細胞時計を統合する仕組みが必要である。 

組織特異的な遺伝子発現によって葉肉組織の概日リズムを消失させても維管束組

織の概日リズムに影響は見られない一方、維管束組織の概日リズムを消失させると葉肉組

織の概日リズムも消失することが示されている（Endo et al., 2014）。つまり維管束組織は

葉肉組織の概日リズムの発振（振幅）を制御していることになる。また、茎頂（地上部）

が根の概日リズムの発振（振幅）を制御することも報告されている（Takahashi et al., 

2015）。加えて、概日リズムの位相合わせについても複数の報告がある（Fukuda et al., 

2007; Wenden et al., 2012; Muranaka and Oyama, 2016; Greenwood et al., 2019）。これらの

研究では、発光レポーターによって概日リズムを検出しており、近傍の細胞間で概日リズ

ムの位相が揃っていることを示している。植物細胞間の時間情報の伝達様式は不明である

が、原形質連絡で細胞同士が繋がっているため、拡散性の物質が関与すると想定されてい

る（Fukuda et al., 2007）。代謝産物であるショ糖は概日リズムの位相応答を引き起こすこ

とから、ショ糖などが時間情報伝達物質である可能性が示唆されている（Haydon et al., 

2013）。シロイヌナズナの地上部と根における時計遺伝子の発現解析から、ショ糖による

地上部から根への時間情報の伝達が考えられている（James et al., 2008）。加えて、時計遺

伝子の一つである ELF4 タンパク質が地上部から地下部に移動することによって根の概日

リズムの周期を調節しているという報告もある（Chen et al., 2020）（図 3）。 

  
（   ）

根
（   ）

   組織

葉 細胞葉 細胞

葉 組織

     植物  

図 3 植物の概日時計における時間情報伝達 

植物 概日 計 おいて器官 、組織 、   で  情報が伝達されてい 。実線矢印

は影響 方向 示す。 
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本研究の目的（問題提起） 

前述のように植物は組織特異的な概日時計を有し、異なる性質を持つ細胞時計を統合する

ことで植物個体として環境に適応していると考えられる。植物組織内における細胞時計は

他の細胞や組織からの影響を受けている。そのため、器官全体をすりつぶした遺伝子発現

解析や、蛍光レポーターによる組織内の細胞概日リズム解析は、細胞時計の性質と周りの

細胞の影響を含めた複合的な現象を観測していることになる。各細胞の概日時計を統合す

る機構を理解するためには、細胞自身が有する概日時計の性質を明らかにする必要がある。 

 

問題解決のためのアプ  チ（単離細胞の発光概日リズムの測定） 

組織からの影響を受けない細胞固有の概日時計の性質を明らかにするために、著者は単離

細胞を用いることにした。プロトプラストとして物理的に単離された細胞は、原形質連絡

といった物質移動に関わる構造を有しておらず、周りの細胞からの影響を抑えることがで

きるため、細胞が本来有する概日時計の性質を明らかにすることができると考えた。植物

の概日リズム解析の手法には、葉の上下運動などの生理リズム解析、遺伝子発現解析、発

光・蛍光レポーター解析などが存在する。本研究では、発光レポーター解析によって単離

細胞の概日リズムを測定することにした。時計遺伝子のプロモーターとルシフェラーゼを

融合した概日発現発光レポーターを用いることで、時計遺伝子の発現量を発光量として検

出することができる。細胞を破壊する遺伝子発現解析とは異なり、同一のサンプルを経時

的に調べることができる。また蛍光レポーターとは異なり、細胞に励起光を与える必要が

ないため、細胞に与える刺激を減らすことができると考えた。先行研究においてシロイヌ

ナズナの葉から単離したプロトプラストに、PEG 法を用いてプラスミド DNA（概日発現

発光レポーター）を一過的に形質転換することによって単離細胞集団の発光概日リズムを

検出することに成功している（Kim and Somers, 2010）。本研究では、あらかじめ概日発現

発光レポーターが形質転換された植物体（Nakamichi et al., 2004, 2005）からプロトプラス

トとして細胞を単離することによって、プラスミド DNA の導入効率による細胞間のばら

つきを考慮することなく再現度の高い発光変動を検出することができると考えた。 

 

本研究の概要と本論文の構  

本研究では、単一細胞レベルでプロトプラストとして物理的に単離した細胞の発光概日リ

ズムを調べることによって、細胞固有の概日時計の特徴を明らかにした。本論文は、著者

が修士課程の 2 年間と博士課程の 3 年間を通して進めた研究成果をまとめたものである。

修士課程では、単離細胞の概日リズムを測定する条件を検討し、長期間の測定を可能にし

た。また、単一細胞レベルで発光概日リズムを測定する実験系を確立し、細胞が有する概
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日時計を解析する基盤を築いた。博士課程では、温度による影響や修士課程で得た実験結

果を詳細に解析し、細胞時計の特徴を結論付けた。 

本論文では研究成果を 3 章に分けて報告した。第 1 章では、単離細胞の発光概日

リズムの長期測定を可能にした培地・条件を報告する。第 2 章では第 1 章で検討した培地

に加えて単一細胞発光測定系を確立し、単一細胞レベルの解析によって明らかにした葉と

根由来の単離細胞の概日リズムの性質を報告する。第 3 章では、単離した細胞においても

周りの単離細胞からの影響によって細胞の概日リズムの安定性や振幅が変化することを明

らかにした。最終章では数理モデルによる先行研究をもとに、植物の地上部と地下部とい

った局所的な環境に対する細胞時計の適応機構について考察した。  
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第 1章 

  イヌナズナ葉から単離した細胞の測定条件の確

立と概日リズムの解析 

導入 

地球の自転によって繰り返される周期的な環境変化である昼夜サイクルに適応するために

多くの生物は概日リズムを持っている。太陽光に大きく依存する植物では、様々な生理現

象が概日時計によって調整される概日リズムを示す（Greenham and McClung, 2015）。 

 植物の概日時計は、時計遺伝子の転写―翻訳フィードバックループにもとづいて

いる（Nagel and Kay, 2012）。時計遺伝子の一つである CCA1 遺伝子は夜明けごろに発現

量が最大になり、恒常条件下では約 24 時間周期のリズミカルな発現を示す。植物は細胞ご

とに自律した概日リズムを持っている（Muranaka and Oyama, 2018）。実際、時計遺伝子

の発現変動を観測する発光レポーター解析や遺伝子発現解析によって、シロイヌナズナの

培 養 細 胞 は 無 傷 の 植 物 と 同 様 の 頑 健 な 概 日 リ ズ ム を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る

（Nakamichi et al., 2004; Wang et al., 2013）。 

各細胞が概日時計を有する一方で、組織や器官の異なる細胞において概日時計の

性質が異なると考えられている。概日時計の性質が細胞種ごとに異なっているメカニズム

や原理はよくわかっていないが、細胞自体でリズムを生み出す構成要素が異なること、も

しくは細胞間での相互作用や環境からの入力が細胞の場所ごとに異なることがその原因で

あると考えられる。蛍光タグ付き CCA1 レポーター遺伝子を形質転換したシロイヌナズナ

植物の葉における個々の細胞の概日リズム特性を調べることにより、概日リズムの周期が

孔辺細胞と表皮・葉肉細胞で異なることが示されている（Yakir et al., 2011）。また、維管

束組織の概日リズムは、恒常条件において葉肉組織の概日リズムよりも高い振幅を維持す

ることが示されており、維管束組織の概日リズムがより頑健であることが報告されている

（Endo et al., 2014）。ウキクサにおいて単一細胞生物発光イメージングシステムを開発す

ることにより、植物における個々の細胞の概日リズムの挙動が定量的に解析されている

（Muranaka and Oyama, 2016）。ウキクサ植物の細胞概日時計は不均一で不安定な特徴を

持つにもかかわらず、隣接する細胞間で部分的な同期が示唆されている。シロイヌナズナ

においても、細胞概日時計を同期させる細胞間相互作用の存在が指摘されている（Fukuda 

et al., 2007; Wenden et al., 2012）。シロイヌナズナを器官レベルで使用した研究では、接ぎ

木実験や茎頂の切除によって根の概日リズムの振幅が減少したことから、茎頂は根の概日

リズムを制御していると示唆されている（Takahashi et al., 2015）。これらの先行研究から
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植物体の個々の概日時計は様々な階層の信号の影響を受け、細胞自身が協調的な挙動を示

すと考えられる。植物の概日システムを理解するには、これらの影響を受けない独立した

細胞概日時計の性質を調べ、細胞時計が有する基本的な特徴についての情報が必要である。 

植物組織から単離されたプロトプラストは、原形質連絡を欠いているため細胞間

で物質を移動させるための物理的な構造を持っていない。したがって、細胞自身が有する

概日時計の特徴を調べることができると考えている。先行研究においてシロイヌナズナの

葉から単離したプロトプラストに、PEG 法を用いてプラスミド DNA（概日発現発光レポ

ーター）を一過的に形質転換することによって単離細胞集団の発光概日リズムを検出する

ことを報告している（Kim and Somers, 2010）。また、W5 培地にウシ胎児血清（Fetal 

bovine serum ：FBS）を添加することで単離細胞集団の概日リズムを長く測定できること

も報告している。第 1 章では、主に CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ（Nakamichi et 

al., 2004, 2005）の葉からプロトプラストを単離し、単離細胞集団の概日リズムを長期的に

測定するための培地条件を検討した（図 4）。植物ホルモンや FBS （Kim and Somers, 2010）

の添加によって単離細胞の概日リズムを長期間測定することに成功した。また、細胞密度

が概日リズムの持続に重要であることを示した。加えて、光刺激によって単離細胞集団の

概日リズムの位相（概日時計の時刻）を調節できることを明らかにし、植物細胞概日時計

の高い独立性を支持する結果を得た。 

 

 

   

 

        

 

   

 

        

 期   条件

  P  に植物    の  
    に   の  

   

    

     

             

2    1   e     

     1   e     

葉 細胞

時間（日 ）

相
 
発
光
 

相
 
発
光
 

時間（日 ）

発
光
 
（
 
 
 
 
  
  
  
）

時間（日 ）

図   第 1章のまとめ 

MS 培地 MS-b      r        培地  植物ホ モン オ キシン サイトカイニン 

 、W5 培地 FBS  添加す こ  よって、シロイヌナズナ 葉  プロトプラ ト 

して単離し    発光概日リズム 長  測定す こ  成功し 。加えて、  密度

が単離   発光概日リズム 長  測定 重要で  こ も示し 。 
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結果 

シロイヌナズナ葉から単離した細胞の発光概日リズムを長期的に測定するため

の培地条件の探索 

プロトプラストを単離する植物として概日発現発光レポーター遺伝子（CCA1::LUC）を形

質転換したシロイヌナズナを用いた（図 5A）。葉肉プロトプラストは無菌下で 3―4 週間生

育させた植物の葉から単離し、浸透圧を調整した液体培地で培養した（図 5AB）。概日リ

ズムを同調させるため、プロトプラストを単離する前に 2 回の 12 時間暗期処理を行った。

液体培地中の多くのプロトプラストは沈むため、発光画像取得の際にはディッシュの底に

焦点を合わせた。恒明条件下に移してから 30 時間と 42 時間において切り取った葉とプロ

トプラスト由来細胞集団の生物発光を撮影した（切り取った葉：1 秒露光、プロトプラス

ト由来細胞：240 秒露光）（図 5C）。その結果、取得された発光画像では一つの視野あたり

葉の細胞よりも 100 分の 1 以下の生物発光量を示した。 

 

発光測定 

    間
プ  プラス 

の単離

     間             

 

 

    た葉

  プ  プラス 

 期   時間  期   時間
 

図   発光概日リズムを測定するためのプ  プラス の単離 

 A プロトプラ ト 単離  植物。4 週 生育させ シロイヌナズナ 左  シロイヌ

ナズナ 本葉 中央  本葉  単離し プロトプラ ト。 B 生物発光 測定す  め

 実験 キ ム。黒い箱 白い箱はそれぞれ暗  明  示す。 C 切り取っ 葉 上 

 プロトプラ ト 下  培養し   発光画像。培養 は MS + H 培地 用い 。 

 C 切り取っ 葉 上  プロトプラ ト 培養し 試料 下  発光画像。EM-CCD

カメラ Im gEM C9100-13；H m m   u      n c   用いて、恒暗条件 なって  

30     左 、42     右  撮影し 。葉では 1秒、プロトプラ ト集団は 240 秒

露光し 。白  ケ  バ は 5 mm、黒  ケ  バ は 20 µm 表す。 
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プロトプラスト由来細胞の概日リズムを詳細に解析するために、生物発光の変動

を長期間測定することが重要であった。植物にとって主要な成長制御因子であるオーキシ

ンとサイトカイニンは持続的なプロトプラストの生育に必須であることが知られている

（Davey et al., 2005）。初めに、プロトプラスト用に浸透圧を調整した MSP 培地（MS-

based Protoplast 培地）に植物ホルモン［1 µM NAA（1-Naphthaleneacetic Acid）、0.2 µM 

kinetin］を添加することによってプロトプラスト由来細胞集団の概日リズムを長期測定で

きるかを確かめた。単離細胞集団の発光概日リズムを長期的に測定できる条件を検討する

ため、一度に 40 サンプルの発光を自動的に高感度で測定できるプレート発光測定装置を使

用した（図 6）。植物ホルモンなしのMSP培地、植物ホルモンありのMSP培地［MSP+PH

（phytohoromone）］、プロトプラストを単離するときに使用される W5 培地の 3 種類の培

地におけるプロトプラスト由来細胞の生物発光測定の結果を図 7 に示した。3 種類全ての

培地において、生物発光概日リズムを測定することに成功し、プロトプラスト由来細胞集

団においても概日時計が駆動していることを示した（図 7）。しかし、恒明条件下（LL）

において、MSP 培地と W5 培地の単離細胞集団の概日リズムの減衰と発光量の低下が生じ、

3 日ほどで単離細胞の概日リズムが見られなくなった。恒明条件に比べて恒暗条件（DD）

における細胞集団の概日リズムは持続されやすい傾向であった（図 7）。MSP 培地と W5 培

地の単離細胞集団の概日リズムは発光量の低下が見られ、生物発光概日リズムの長期的な

測定には適さないことを確認した（図 7）。一方で、植物ホルモン（1 µM NAA、0.2 µM 

kinetin）を添加した MSP+PH 培地の単離細胞集団の概日リズムは、恒明・恒暗条件下で

1 週間程度概日リズムが持続し、単離細胞集団の概日リズムを長期間にわたって測定する

ことに成功した（図 7）。 

 

 

サ プ 

光 子   

図 6 プレ  発光測定装置を使用した生物発光測定法 

プレ ト発光測定装置内 35 mmディッシュは 20 分   光電子倍増管 下 移 し、

ディッシュ内 総発光量が測定され 。最大 40 サンプ  発光 自 的 測定す こ 

ができ 。 
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図 7   ・  条件 における CC 1:: UC 形質転換  イヌナズナの葉から単離した

プ  プラス 由来細胞の発光概日リズム 

MS + H 培地 黄線 、MS 培地 黒線 、W5 培地 青線 中 プロトプラ ト由来 

  集団 発光概日リズム。実験 キ ムは図 5B   照。 ネ A    は，プロトプ

ラ ト 分離す まで    含め 恒明条件 LL  なって      示してい 。

 ネ B   は、恒暗条件 DD  移って      示してい 。B W5培地 青

線  おけ 発光概日リズムは、右  ケ  で図示されてい 。発光測定  め 3 サ

ンプ ず 用意し、一例 して試料 一  デ タ 示してい 。 
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PEG 法によるプロトプラストへの一過的な形質転換 

前述の単離細胞の発光概日リズム測定系では、あらかじめ概日発現発光レポーターが形質

転換された植物体からプロトプラストを単離することで、迅速に安定した実験系で単離細

胞の概日リズムを測定することができる。一方で、植物体に外来遺伝子を導入し、ゲノム

に組み込まれる必要があるため、形質転換された植物体の作出に時間を要する。プロトプ

ラストに直接外来遺伝子を導入する形質転換法においても MSP+PH 培地において長期測

定できるかを確かめるために、PEG 法によってプラスミド DNA（CCA1::LUC レポータ

ー）をプロトプラストに一過的に導入した（図 8）。その結果、MSP 培地の単離細胞集団

の概日リズムは急激に減衰し、発光量は低下した（図 8A）。一方で、MSP＋PH 培地では

5 日以上、単離細胞集団の概日リズムが持続した。すでに形質転換された植物から単離さ

れた細胞集団（安定形質転換）とプロトプラストに一過的に形質転換した細胞集団（一過

性形質転換）の概日リズムの周期を Fast fourier transform–nonlinear least squares（FFT-

NLLS）法によって算出し、概日リズムの周期を比較すると、安定形質転換と一過性形質

転換で有意な差は見られなかった（図 8BC）。安定形質転換と一過性形質転換の間で、単

離細胞集団の概日リズムの周期に違いは見られなかったが、恒暗条件に移行してから最初

に検出される概日リズムのピーク時刻は有意に異なっていた（図 8D）。一過性形質転換で

は発現するまでに時間を要していると推測される。一過性形質転換に比べて安定形質転換

の単離細胞集団の概日リズムの振幅は高かった（図 8B）。単離細胞集団の概日リズムの最

初のピーク時刻や振幅に違いが見られたものの、PEG 法による一過的な形質転換法によっ

ても単離細胞集団の概日リズムを長期的に測定することができたため、MSP+PH 培地は

シロイヌナズナ葉から単離したプロトプラスト由来細胞の概日リズム測定に有用であると

結論付けた。 
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図 8 P G 法による CC 1:: UC レポ タ を  的に形質転換したプ  プラス 由来

細胞の発光概日リズム 

 A MS 培地 黒線  MS + H 培地 紅紫線  おけ 発光概日リズム。 B プロ

トプラ ト 一過的 形質転換し   発光概日リズム 形質転換され 植物  プロト

プラ ト して単離し   発光概日リズム。発光測定  め 3 サンプ ず 用意し、

一例 して試料 一  デ タ 示してい 。 C FFT- LLS  よって  し   

 Fr  -runn ng   r   : FR  。 D 恒暗条件 DD  なって  最初 検 され   

   。*  < 0 05：S u  n ’        。n  = n     gn f c n 。n = 3。 
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光条件による単離細胞の概日リズムの周期長変化 

恒明・恒暗条件において MSP＋PH 培地の単離細胞集団の概日リズムが持続した（図 7）。

先行研究において単離細胞集団の概日リズムが持続することがすでに報告されている

W5+FBS 培地（W5 培地に Fetal bovine serum を添加した培地）においても概日リズムが

持続するかどうかを確かめたところ、恒明・恒暗条件下でそれらの概日リズムが持続する

ことが確認できた（Kim and Somers, 2010）（図 9AB）。次にリズム特性の一つである概日

リズムの周期を概日リズムが持続する 2 種類の液体培地で調べた（図 9C）。単離細胞集団

の概日リズムの周期を評価するために単離する前のシロイヌナズナの葉 1 枚を液体培地で

ある NF 培地（Muranaka et al., 2015）に浮かべ概日リズムを測定した（波形データは載せ

ていない）。液体培地である NF 培地に浮かべた切り取った葉の概日リズムの周期と単離細

胞集団の概日リズムの周期を比較すると、恒明・恒暗条件ともに単離細胞集団の概日リズ

ムの周期が長くなっていた（図 9C）。組成の異なる 2 種類の培地における単離細胞集団の

概日リズムの周期が長周期化していたため、培地の栄養素の問題ではなく、浸透圧を変え

た培地による影響、もしくは組織・器官における個々の細胞の周期が他の細胞などによっ

て変調されていることが理由であると推測される。興味深いことに、切り取った葉の周期

は恒暗条件に比べて恒明条件の方が有意に短周期であるのに対して、単離細胞集団の概日

リズムの周期は恒暗条件に比べて恒明条件の方が有意に長周期であった（図 9C）。プロト

プラストとして単離された細胞は、プロトプラスト状態が維持されるのではなく、細胞壁

が再生されることが報告されている（Tiew et al., 2015）。実際に光学顕微鏡下で別々の単

離細胞を観察した一例を図 10 に示した。MSP+PH 培地では細胞分裂過程を想起させる細

胞形態が観察され、W5+FBS 培地では細胞の肥大が観察された。恒明条件下の方が分裂過

程のような細胞形態が観察される傾向にあったが、主に MSP+PH 培地では細胞分裂過程

を想起させる細胞形態が、W5+FBS 培地では肥大した細胞形態が観察された。そのため、

図 9C で示された周期の変化は培地（MSP+PH 培地と W5+FBS 培地）ごとに異なる細胞

の形態変化が原因ではなく、葉肉プロトプラスト由来細胞自身の概日時計の性質であると

考えられる。 
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図 9 恒明・恒暗条件における発光概日リズムの周期長の変化 

恒暗（A）と恒明（B）条件での各培地におけるプロトプラスト由来細胞の発光概日リズ

ム。W5+FBS 培地（緑線）、W5 培地（青線）、MSP+PH 培地（黄線）MSP 培地（黒線）。

発光測定  め 3 サンプ ず 用意し、一例 して試料 一  デ タ 示してい 。

 C FFT- LLS よって計 し    Fr  -runn ng   r   : FR  。切り取っ 葉は F

培地 浮 べ  Mur n          , 2015 。**  < 0 01：S u  n ’        。 
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FBS 添加による単離細胞の概日リズムの持続 

MSP+PH 培地は、Murashige and Skoog（MS）培地用混合塩類をもとに調整した培地で、

添加されている物質が全てわかっている完全合成培地である。W5+FBS 培地は、3 種の塩

類に FBS を添加しているが FBS の正確な組成がわかっていないため不完全な合成培地であ

る。FBS によって単離細胞集団の概日リズムが持続される原因を推測するため、グルコー

ス存在下での FBS 添加の影響を確かめた（図 11A）。FBS はウシ胎児から得られた血清で、

ロットによって異なるが一般的にタンパク質、電解質、グルコースなどの糖類、酵素など

が含まれている。FBS に含まれるグルコースは植物にとっても直接の栄養となる可能性が

ある。FBS に含まれるグルコースが単離細胞集団の概日リズムの持続に関与するかどうか

を確かめるため、グルコース（最終濃度 5 mM）を W5 培地に添加した（図 11A 上段）。グ

ルコースが添加された培地（W5+Glucose 培地）において単離細胞集団の概日リズムの持

続性に影響は見られなかったが、グルコース添加によって単離細胞集団の発光量自体は増

加していた。また、W5 培地とグルコースが含まれている W5 培地に FBS を添加してもリ

ズムの持続性や周期に違いは見られなかった（図 11A 下段）。そのため FBS に含まれてい

るグルコースが単離細胞集団の概日リズムの持続に寄与している可能性は極めて低かった。

  h 2  h  8 h 72 h  6 h

  h 2  h  8 h 72 h  6 h

 
 
P
 
P
 

 
 
 
 
 
 

 線：2    

 線：2    

図 1  概日リズム持続  における葉 プ  プラス の形態変化 

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ 葉  単離し    各培地 MS + H：上、

W5+FBS：下  加え、24   おき 別々    光学顕微鏡で観察し 。各試料 代表

的な 移がわ  一例 示し 。黒線は 20 µmで  。 
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次に、MSP 培地と MSP+PH 培地に FBS を添加した（図 11B）。前述のように MSP 培地

に植物ホルモンを添加した MSP+PH 培地では概日リズムが持続した（図 11B 上段）。MSP

培地と MSP+PH 培地に FBS を添加すると発光量自体は大きく増加したが、概日リズムは

減衰し、発光量は急激に低下した（図 11B 下段）。概日リズムの持続が見られていた

MSP+PH 培地に FBSを添加すると単離細胞集団の概日リズムが持続しなかったため、FBS

による単離細胞集団の概日リズムの持続は培地の組成に影響を受けることが明らかとなっ

た。 
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図 11   組 依存的な     による概日リズムの持続効果 

 A W5培地 緑線  グ コ   添加し W5培地 橙線 、 B MS 培地 黒線 

 MS + H 培地 黄線  おけ FBS 添加がプロトプラ ト由来   発光概日リズム

 与え 影響。発光測定  め 3 サンプ ず 用意し、一例 して試料 一  デ タ

 示してい 。 
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細胞密度依存的な単離細胞集団の発光概日リズムの持続性 

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナの葉から単離した細胞集団の概日リズムは培地条件

の改良によって 6 日間以上測定することが可能になった（図 9）。次に細胞密度と概日リズ

ムの持続との関係性を調べた。葉から単離した細胞集団の細胞密度を変えて、それぞれ

MSP+PH 培地に加え、恒暗条件下で単離細胞集団の発光概日リズムを測定した。単離細

胞集団の概日リズムが 1 週間以上持続する培地（MSP+PH 培地）において、5 日目から単

離細胞の濃度によって概日リズムの持続性に違いが生じた（図 12）。細胞密度と概日リズ

ムの関係を調べた結果、単離細胞集団の細胞密度が 2.5×104 cell/ml では 6 日目以降で概日

リズムが減衰し、5.0×104 cell/ml では 11 日以上においても概日リズムが減衰しなかった

ため、単離細胞の細胞密度が概日リズムの持続性に影響することが示された。これらの結

果から、プロトプラストとして単離した細胞集団の概日リズムを持続させるためには、浸

透圧の調整やショ糖などの糖類の添加以外の物質的な要素が重要になっていると考えられ

た。本論文において具体的な物質を明らかにすることはできていないが、第 3 章でもこの

作用について触れている。 
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図 12   条件 での発光概日リズムの長期測定 

培地 添加す       え   単離   発光概日リズム。  密度はそれぞれ、

1  105 c   /4 m  水色線 、2  105 c   /4 m  黄線 、4  105 c   /4 m  青線 、6  105 

c   /4 m  紫線  MS + H培地中で調整し 。赤線は F培地 浮 べ 切り取っ 葉

 おけ CCA1::LUC  発光概日リズム 示し 。発光測定  め 3 サンプ ず 用意

し、一例 して試料 一  デ タ 示してい 。 
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12 時間の暗期による単離細胞集団の概日リズムの位相リセット 

MSP+PH 培地と W5+FBS 培地を用いることでシロイヌナズナの葉から単離した細胞集団

の概日リズムを長期的に観測することが可能となった（図 9）。次に単離細胞集団の概日時

計に対する光応答性を調べた。先行研究においてシロイヌナズナの葉から単離したプロト

プラストに概日発現発光レポーターを導入することで、プロトプラストの概日リズムを測

定できることが知られていたが、単離細胞集団が光応答し概日リズムの位相を調節するか

どうかは明らかになっていなかった（Kim and Somers, 2010）。CCA1 の遺伝子発現や

CCA1::LUC レポーターの発光解析から CCA1 遺伝子は朝方（明期の初め）に発現のピー

クを示すことが知られている（Nakamichi et al., 2005）。CCA1::LUC 形質転換シロイヌナ

ズナの葉から単離した細胞集団を各培地（MSP+PH、W5+FBS）に加え、単離前の植物体

の時に与えられていた 12 時間明期／12 時間暗期の明暗サイクルの暗期にあたる時間に 12

時間暗期処理を 2 回行ったサンプル（順相に 12 時間暗期）と明期にあたる時間に 12 時間

暗期処理を 1 回行ったサンプル（逆相に 12 時間暗期）と単離後に未処理のサンプル（暗期

なし）を用意した（図 13）。明暗刺激の有無にかかわらず前述と同様に MSP+PH 培地中

と W5+FBS 培地中のどちらの単離細胞集団においても単離後から 168 時間以上、恒明条件

下で概日リズムが持続した（図 13）。さらに、12 時間暗期によってそれらの概日リズムの

位相がリセット（外界の刺激によって概日リズムの位相が完全に同調）し、12 時間近く概

日リズムのピーク時刻をずらした（図 13）。これらの結果から、シロイヌナズナの葉から

単離した細胞が光に応答し、概日リズムの位相をリセットできることを明らかにした。 

明暗サイクルの逆相にあたる時刻に単離細胞群を 12 時間の暗期処理を行うと、

W5+FBS 培地中の単離細胞 集団の概日リズムの振幅に変化は見られなかったが、

MSP+PH 培地中の単離細胞集団の概日リズムの振幅は、未処理の恒明条件下の概日リズ

ムの振幅に比べて大きくなっていた（図 13）。単離細胞集団の概日リズムの振幅の増加は

12 時間暗期に対して同調した細胞の数を反映していると考えられるため、W5 培地に比べ

て MSP+PH 培地中の単離細胞集団の概日リズムは 12 時間暗期に対して同調しやすく、培

地によって単離細胞の概日リズムの光応答性が変化する可能性が考えられた。概日リズム

の光応答性は、刺激が与えられる位相によって影響度が大きく変わるため、培地と光応答

性の影響を詳細に調べるためには異なる概日リズムの位相に暗期刺激を与えて概日リズム

の位相シフトを確かめること（位相応答実験）が今後重要になると考えている。 
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図 13    グナ に する概日リズムの同調能 

異な 明暗刺激 与え れ 単離   発光概日リズム［MS + H 培地 上  

W5+FBS 培地 下 ］。各試料 明暗条件 グラフ上部 示し  黒丸、赤丸、緑丸 。12

   暗  黒色 箱で示し、プロトプラ ト 単離し タイミング 矢印で示し 。プ

ロトプラ ト単離  植物 対して図 5B で示すよう 、2 回 12   暗 処理 行っ

 。発光測定  め 3 サンプ ず 用意し、一例 して試料 一  デ タ 示してい

 。 
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考察 

第 1 章では、シロイヌナズナの葉から単離した細胞を用いた発光概日リズムを観測するた

めの培地と測定条件の確立を目指した。CCA1::LUC 形質転換植物（Nakamichi et al., 2004, 

2005）の葉からプロトプラストとして単離された細胞の発光を W5 培地で時系列測定した

ところ、概日リズムを検出することはできたが、3 日程度で発光量が減少したため、長期

的に単離細胞の概日リズムを解析できる条件を探す必要があった（図 7）。W5 培地に FBS

（ウシ胎児血清）を添加（Kim and Somers, 2010）、もしくは MSP 培地に植物ホルモンを

添加することによって細胞集団の発光概日リズムは 10 日以上持続させることができた（図 

9）。 

先行研究において、シロイヌナズナから単離したプロトプラストにプラスミド

DNA（概日発現発光レポーター）を一過的に形質転換（PEG 法）することによって、単

離細胞集団の概日リズムを測定できることが報告されている（Kim and Somers, 2010）。

W5 培地に FBS を添加することで、プロトプラストの概日リズムを長く測定することがで

きる。しかし、FBS の組成は複雑であり、その作用機序については全く分かっていない。

W5+FBS 培地に加えて、MSP+PH 培地で単離細胞の概日リズムの長期測定に成功した。

植物ホルモンであるオーキシンとサイトカイニンはプロトプラストの生育維持に必須であ

ることが知られており（Davey et al., 2005）、部分的なプロトプラストの脱分化を引き起こ

すことで長期間の生存に繋がっていると考えられる。特にオーキシンは植物の発生に深く

関与しており、細胞の膨圧、液胞の機能、分裂の基礎となる微小管の動態制御において重

要視されている（Sablowski, 2016）。MSP+PH 培地は、培地の組成が完全にわかっている

合成培地であり、W5+FBS 培地は血清に何が含まれているかを把握できない半合成培地で

ある。そのため、完全合成培地である MSP+PH 培地を使用することで、化学物質添加な

どの薬理実験や栄養欠乏実験などによる単離細胞の概日リズムのへの影響を調べることが

できると期待している。 

今回の実験手順では、あらかじめ発光レポーターが形質転換されたシロイヌナズ

ナから細胞を単離することによって、プロトプラストを単離してすぐに測定を開始するこ

とができる。そのため、簡便で迅速に発光能を有するプロトプラストを準備することがで

き、かつ長期測定の再現性を得る上で必要な細胞の均質性を保障しやすいと考えている。 

W5+FBS 培地、特に FBS の添加は単離細胞の発光量を増加することができたた

め、各細胞自体からの発光量も増加していると推測できる。第 2 章と第 3 章では、個々の

細胞を検出する必要があるため、発光量が増加した W5+FBS 培地における単離細胞の発光

概日リズムの解析を試みた。加えて長期測定において細胞密度が重要であることも示され

た（図 12）。細胞密度の効果については第 3 章で詳細に解析した。 
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単離細胞集団の発光概日リズムを長期間測定できる実験系を確立することで、第

1 章の目的である単離細胞を用いた発光概日リズム解析の実験基盤を整備できたと考えら

れる。  
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材料と方法 

植物と生育条件 

実験にはシロイヌナズナ植物（Arabidopsis thaliana）を使用した。シロイヌナズナは野生

型 Arabidopsis Columbia（Col-0）エコタイプと、既に報告されている CCA1::LUC 形質転

換シロイヌナズナ（Col-0）（Nakamichi et al., 2004, 2005）を用いた。概日発現発光レポー

ターである CCA1::LUC はシロイヌナズナの CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 遺伝

子のプロモーター領域と翻訳開始点から第 4 エキソンの一部までを含んだ DNA 配列にホ

タルルシフェラーゼ（LUC+）が結合している。 

シロイヌナズナの培養は以下の操作で行った。シロイヌナズナの種子を必要量 1.5 

ml チューブに取り、70％エタノールで洗浄した。1.5 ml チューブから溶液を取り除き、種

子滅菌溶液［5%ブリーチ（白物衣料専用）、0.05% Triton x-100］を加え 10 分間置き、種

子を滅菌処理した。滅菌した種子を滅菌水で 3 回洗浄した。チューブに滅菌水を 1 ml 加え、

4℃の暗所で 2 日間低温処理した。滅菌水を取り除き、0.1% Agarose 1 ml を加えた。植物

プレート［1%ショ糖入りの 0.5×MS（Murashige and Skoog）培地（0.8% agar）］に種子

を播き、連続光条件下（32 µmol m-2
 s-1、22℃）で生育させた。光源は 3 波長型昼白色蛍光

灯（NEC FLR40SEX-N / M-HG）を使用した。 

 

  イヌナズナ葉からのプ  プラス 単離と   

プロトプラストは 3―4 週間無菌状態で生育させたシロイヌナズナのロゼット葉から単離し

た。プロトプラストを単離する前に、それらの植物体に対して 2 回の 12 時間明期／12 時

間暗期処理を行い、概日リズムを同調させた。プロトプラストの単離は先行研究の方法を

一部改変した（Yoo et al., 2007）。光点灯から 3―4 時間後の植物体の葉を 50 枚切り取り、

細かく切り刻んだ。酵素処理はそれらの切片を20 ml の酵素液［400 mM mannitol、20 mM 

KCl、20 mM MES-KOH（pH 5.7）、10 mM CaCl2、1% Cellulase R10、0.54% Macerozyme 

R10、0.1% BSA、0.1 mM luciferin］に入れ、弱光条件下（25℃）で 3 時間振盪することで

行った。プロトプラストは 70 µm ナイロンメッシュで濾し、遠心分離（500g、2 分間、

22℃）によって回収した。プロトプラストの沈殿は 45 ml の W5 溶液［154 mM NaCl、125 

mM CaCl2、5 mM KCl、1.5 mM MES-KOH（pH 5.7）］で 2 回洗浄した。沈殿を 4 ml の

W5 溶液に再懸濁し、1 ml ずつ分注し、再度遠心分離（100g、3 分間、22℃）後、0.1 mM

ルシフェリン入りの液体培地に再懸濁した。液体培地は、W5 溶液、W5+FBS 溶液［W5

溶液に 5% Fetal bovine serum（FBS）を添加］（Kim and Somers, 2010）、MSP 培地

［1×MS salts、1% sucrose、400 mM mannitol、2 mg/L glycine、100 mg/L myo-inositol、

3 mg/L thiamin hydrochloride、5 mg/L nicotinic acid、0.5 mg/L pyridoxine hydrochloride、
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1.5 mM MES-KOH（pH 5.7）］（Fukazawa et al., 2014; Satoh et al., 2004）、MSP+PH 培地

［MSP 培地に植物ホルモン（1 µM NAA（1-Naphthaleneacetic Acid）、0.2 µM kinetin）を

添加］を使用した。 

 

生物発光測定装置による発光概日リズムの測定 

生物発光の測定は、プレート発光自動測定装置を用いた（Miwa et al., 2006）。この装置で

は 20 分毎に光電子倍増管（H7360-01 浜松ホトニクス）により 35 mm ディッシュ全体か

ら発生する光子数をカウントする。プロトプラストから単離した細胞集団を 35 mm ディッ

シュ内の液体培地に加えた。シロイヌナズナから切り取った 1 枚の葉を 35 mm ディッシュ

内の液体培地（NF 培地）（Muranaka et al., 2015）に浮かべた。測定装置は人工気象器

（NK system KCLP-1000I-CT）の中に設置され、約 30 µmol m-2 s-1 の 3 波長型昼白色蛍光

灯（NEC FLR40SEX-N / M-HG）下で稼動した。植物の自家蛍光を除去するために波長が

630 nm 以上の光をカットするフィルター（SVO630 朝日分光）を光電子倍増管に装着して

いる。 

 

概日リズムの周期の算出 

概日リズムの周期は Fast fourier transform–nonlinear least squares（FFT-NLLS）法を用い

て推定した（Zielinski et al., 2014; Muranaka and Oyama, 2016）。試料を暗期から明期もし

くは明期から暗期に切り替わり後 24 時間から 96 時間のデータを対象に周期を算出した。

24 時間移動平均を減算することでトレンドを除去してデータを解析した。 

 

概日リズムの  ク抽出 

生物発光リズムのピーク時刻は、2 時間移動平均フィルター処理をした生物発光変動のデ

ータに対して局所的（6 時間の範囲）に二次関数をフィッティングさせることで抽出した

（Muranaka and Oyama, 2016）。 

 

P G法によるプ  プラス への  的な形質転換 

シロイヌナズナ（Col-0）の葉から単離したプロトプラストに MMg 溶液（0.4 M マンニト

ール、15 mM MgCl2、4 mM MES）を添加し、その後、プラスミド DNA（pUC18- 

CCA1ex4::LUC+）と PEG 溶液（40％PEG-4000、200 mM マンニトール、100 mM CaCl2）

を加えた。その後、W5 溶液を加え、100g で 3 分間遠心し、それぞれの培地を加えた。 
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発光画像の 得 

 CCA1::LUC 形質転換植物から切り取った葉と単離した細胞集団の発光画像を EM-CCD カ

メラ（ImagEM C9100-13；Hamamatsu Photonics、http://www.hamamatsu.com/）を用い

て取得した。カメラにはマクロレンズ（Schneider 社製、f0.95/25mm）をとりつけた。レ

ンズには、葉緑体由来の赤色自家蛍光を除去するためのカットフィルタ（SPF630 朝日分

光）が装着されている。 
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第 2章 

単 単離細胞の発光概日リズム測定系による葉と根

由来細胞の概日リズムの三大性質の解析 

導入 

概日時計システムによって、約 24 時間周期のリズム（概日リズム）が生み出されている。

概日時計を構成する因子や仕組みは生物種によって様々であるが、時間を計る機構として

三つの基本的な性質を備えている（Pittendrigh, 1960）。一つ目の性質である「自由継続性」

は、外部環境の変化がない恒常条件において約 24 時間周期のリズムを自律的に継続する性

質である。自由継続性によって、生物は刺激を受けてから対応するのではなく、あらかじ

め環境変動を予測し準備しておくことができる。二つ目の性質である「温度補償性」は、

概日リズムの周期が酵素反応に比べて温度の影響を受けにくい性質である。生物の体内で

起こる生理現象は酵素反応が関与しているが、酵素反応は一般的に温度に依存しており、

温度が 10℃上昇すれば反応速度は 2―3 倍になることが知られている（Dunlap et al., 2004）。

もし温度によって概日リズムの周期が大きく変わると、温度が変化することによって生物

が認識する一日の長さは大きく変わってしまい、時間を正確に計ることはできなくなって

しまう。温度補償性を有することによって、生物は異なる温度下においても正確に時を刻

むことができる。三つ目の性質である「同調性」は、光や温度などの刺激によって概日リ

ズムの位相（概日時計の時刻）を調整することができる性質である。概日システムが外部

からの刺激が入らない閉じた系であると、生物が有する概日リズムの周期と 24 時間の昼夜

サイクルなどの外部環境が完全に一致していない場合、生物内の概日時計と外部環境が乖

離してしまう。同調性によって、生物は外部環境と概日時計のズレを認識し、外部環境に

合わせて概日時計を調整することができる。そのため、概日時計は外部環境からの入力に

対する応答性を持ちつつ、一定の周期性を保持する必要がある。 

 概日時計によって生じる概日リズムは植物だけでなく、他の生物種においても観

測されている。哺乳類の概日時計は、転写―翻訳フィードバックループによって構成され

ており、時計遺伝子の発現を 24 時間周期で振動させる。その結果、細胞や生物レベルの行

動が変化する。哺乳類の多くの組織の細胞は、生体から取り出して培養しても時計遺伝子

の発現リズムが自由継続するため、全身の細胞は概日時計を有していると考えられている

（Mohawk et al., 2012）。これらを末梢時計と呼び、各組織において位相や周期の異なる概

日リズムを生み出す。哺乳類の場合、個体レベルの概日リズム形成には間脳視床下部の視

交叉上核が重要な役割を果たしている（Mohawk et al., 2012; Hastings et al., 2018）。視交
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叉上核のように個体の概日リズム形成に支配的な概日時計を中枢時計と呼び、中枢時計は

神経連絡などによって末梢時計を制御する。中枢時計と末梢時計はそれぞれに特異的な環

境因子（同調因子）によって直接制御される。培養した組織の末梢時計は、高濃度の血清

の添加などによって概日時計の時刻が調整されるが、光受容体を有していないため光刺激

による直接的な調節は受けない（Damiola et al., 1998; Mohawk et al., 2012）。個体の概日リ

ズムの同調にとって、光刺激は重要なシグナルであるが、光刺激による概日時計の時刻調

整は中枢時計によって行われる。哺乳類の概日時計は、中枢時計である視交叉上核の概日

時計が末梢組織の概日時計を調整するように階層的に配置されている。植物の概日時計も

同様に個々の細胞における時計遺伝子の転写―翻訳フィードバックループにもとづいてい

る（Nohales and Kay, 2016）。一方で、植物にとっても主要な概日時計への入力シグナル

である光を受容する光受容体は、植物体全体で発現していることが報告されている（Toth 

et al., 2001; van Gelderen et al., 2018）。これらのことから、植物は個々の細胞に概日時計

を有し、環境刺激に対して個々の細胞自身が応答して、概日時計の時刻を調節することが

できると考えられる（図 14）。実際に、第 1 章において、プロトプラストとして単離した

葉肉細胞が明暗刺激によって概日時計の時刻を調整できることを明らかにしており、植物

の細胞時計の高い独立性を支持する結果を得ている。 

 

光

    時計
     

  時計

光

  類 植物

植物で 、全 の細胞で光    
発 し  るため、  の細胞  
 に光に  し、概日時計の時 を
調 できる。

図 1    類と植物における概日時計への光  経路 

哺乳類 概日 計では、目で光 受容す こ  よって、中枢 計   が調整され、そ

  末梢 計   が調整され 。植物 概日 計では、植物体全体   で光 受容

し、  が調整され 。 
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 哺乳類の中枢時計と末梢時計のような明確で強固な階層性はないものの、植物の

概日時計においても地上部から地下部の概日時計の制御など部分的な階層性がある

（James et al., 2008; Endo et al., 2014; Takahashi et al., 2015）。また、シロイヌナズナの葉

や根などの器官内において近傍細胞で概日時計の時刻が揃っていることが報告されており

（Fukuda et al., 2007; Wenden et al., 2012; Greenwood et al., 2019）、植物体内における細

胞時計は周りの組織や細胞からの影響を受けて相互同期していると考えられる。つまり、

葉や根の概日時計は、周りの組織や細胞の影響を受ける細胞時計の集合体であると捉える

ことができる。一方で、双子葉植物の片方の子葉をアルミホイルで 12 時間おきに遮光し、

もう片方の子葉を 12 時間ずらして遮光することによって、12 時間位相の異なる概日リズ

ムが生成されることが示されている（Thain et al., 2000）。その後、恒明条件下の各子葉に

おいて 12 時間位相の異なる概日リズムが持続されることが示された（Thain et al., 2000）。

また、自然環境では、植物の根は土壌中に存在しているため、植物の地上部である葉に比

べて光刺激にさらされにくいが、恒暗条件下の根は光ファイバーのように維管束を通る微

量な光を受容し、根の概日時計の時刻を調整できることが報告されている（Lee et al., 

2016; Nimmo, 2018）。植物体の概日時計は、器官・組織・細胞間で時刻を統合する機能を

有しているが、基本的には細胞自身が直接環境に適応する戦術を取っている。 

植物の地上部と地下部の細胞では光や温度など全く異なる環境にさらされている。

第 2 章では、葉と根由来の単離細胞を用いた単一細胞発光概日リズム測定系を確立し、そ

の測定系を用いることで原形質連絡といった物質移動に関与する構造がない単離細胞にお

いても概日時計の三大性質を満たしているかを調べた。独立性の高い植物の概日時計は、

細胞種ごとに環境に適した概日時計を有している可能性がある。本章では、人工的な環境

下ではあるが、プロトプラストとして単離した葉と根由来の細胞において解明された器官

特異的な概日時計のシステムを報告する（図 15）。 
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図 1  第 2章のまとめ 

植物 葉 根  プロプラ ト して単離し    概日リズム 特徴 ま め 。 
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結果 

個々のプロトプラスト由来単離細胞の発光概日リズム測定系の確立 

細胞自身が有する概日時計の性質を明らかにするために、プロトプラスト由来細胞の概日

リズムを単一細胞レベルで観測できる発光モニタリングシステムを確立した（図 16）。第 1

章で確立された方法を参考にし、CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ植物の葉と根から

プロトプラストを調製した。葉から単離したほとんどのプロトプラストでは葉緑体が観察

され、主に葉肉細胞であった（Nakamura and Oyama, 2018）。単離したプロトプラストを

顕微鏡観察したところ、根から単離したプロトプラストのサイズは不揃いであった（図 

16）。根のプロトプラストは異なる細胞種が含まれる不均一な集団であることが報告され

ている（Petersson et al., 2009; Pasternak et al., 2021）。単離細胞の発光概日リズムを測定

する際には、プロトプラストを単離する前に植物を 2 回の 12 時間明期／12 時間暗期

（2LD）処理を行い、植物の概日リズムを同調させた。各細胞の発光を個別に検出する

ためには、各細胞を分離して撮影するための高倍率の検出器が必要となる。そのため、顕

微鏡付き高感度 EM-CCD カメラを使用して、プロトプラスト由来細胞の発光を測定した

（図 16）。例として任意の細胞の発光画像を 1 時間おきに並べた画像を示した。約 1 日ご

とに発光量が振動していることが確認できる。本論文では複数の条件における単離細胞の

発光概日リズムを測定しているため、基準となる条件を定めた［プロトプラスト由来細胞

（葉由来細胞の場合は 2  104 cell/4 ml、根由来細胞の場合は 5  104 cell/4 ml）を 22℃の

恒暗条件（DD）の W5+FBS 培地で培養・測定した条件を「標準条件」とした］。 

 

 

概日リズム解析のための細胞の分類（付録 1） 

細胞の性質や概日リズムの特徴を解析するため、「概日リズム細胞（グループ 0）」と「不完

全リズム細胞（グループ 1 と 2）」に分類した（図 17）。 

発光画像上で発光が重ならず、他の細胞とは発光を区別できる細胞を「発光検出細胞」と

した。発光検出細胞の発光変動からピークを抽出できた細胞を「解析可能細胞」とした。 

解析可能細胞を、①最初のピーク時刻（測定開始から 24 時間）、②測定期間内の最後のピー

ク時刻（108 時間以降）、③ピーク間隔（35 時間未満）の 3 つの要素で分類した。 

3 つ全ての要素を満たす細胞を「概日リズム細胞（グループ 0）」とした。 

1 つでも要素を満たさなかった細胞を「不完全リズム細胞（グループ 1 と 2）」とした。不完

全リズム細胞を、①最初のピーク時刻を満たし、③ピーク間隔（35 時間未満）を満たさない

細胞を「グループ 1」とした。①最初のピーク時刻を満たさない細胞を「グループ 2」とし

た。 
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図 16   のプ  プラス 由来細胞の生物発光を 得するための測定準備 

 A 発光画像測定系 概要。葉 根  プロトプラ ト して   単離し、単離  

が入っ 培養液 35 mm ディッシュ 入れ 。マ ロズ ム顕微鏡 装着し EM-CCD

カメラ 用いて発光画像 取得し 。 B 葉 左  根 右   単離し プロトプラ 

ト。黒い棒は 10 µm。 C 明視野画像 左  発光画像 右 。タイムラプ 撮影 おけ

 発光画像 一例 示し 。こ 発光画像は恒暗条件 なって  72  経過し 葉  

単離し    おいて 240 秒露光す こ で取得し 。白い棒は 1 cm  表す。 D 概日

リズム   発光   例  ネ C   1 2 。生物発光測定 実験 ケジュ   

図下 示し 。灰色 箱は暗 、白色 箱は明  示す。 
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概日リズム解析のための細胞の分類 

個々の単離細胞の発光を測定したところ、発光が測定時から測定終了まで検出できる細胞

だけでなく、発光が測定下で観察されなくなる細胞や測定の途中で発光が検出される細胞

が存在した。細胞の性質や概日リズムの特徴を解析するため、「概日リズム細胞（グルー

プ 0）」と「不完全リズム細胞（グループ 1 と 2）」に分類した（図 17、材料と方法、付録

1 を参照）。本論文では、測定期間中に不完全なリズムが部分的に見られた細胞を「不完全

リズム細胞」と呼称し、その中においても概日周期を持続できなかった細胞を「グループ

1」に、測定初期に発光変動によるピークが検出されなかった細胞を「グループ 2」に分類

した（図 17）。グループ 1 には測定中に不健康になった細胞や概日時計を止めた細胞を含

み、グループ 2 には長周期の細胞や正確な位相応答が出来ないもしくは分化に伴って概日

リズムを発振させた細胞を含むと思われる。 

標準条件下では、葉と根の両方から単離された約 30％の解析可能細胞は、グルー

プ 0 に分類された（表 1）。不完全リズム細胞と呼称しているが、グループ 1 とグループ 2

に分類された細胞は、ピーク間隔の中央値が約 23 時間であったため、約 24 時間周期（概

日周期）の概日リズムの特性を部分的に保持していた（表 1、図 18）不完全リズム細胞の

ピーク間隔の分布は、概日リズム細胞の分布と類似しており、グループ 1 とグループ 2 の

細胞が、測定中に概日リズムの持続性または位相調整が不完全になったことを示唆してい

る（表 1、図 18）。第 2 章では、特に明記されていない限り、グループ 0 のみの細胞（概日

リズム細胞）の生物発光リズムの結果を示す。 

 

表 1 標準条件 のプ  プラス 由来細胞の概日リズムの周期性のまとめ 

   種類 

    

 ％  
 

      

    SD     

 中央値  *MAD  

 

**     ： 

    SD     

 中央値  *MAD  

概日リズム 

   

不完全リズム 

   
 
概日リズム 

   

不完全リズム 

   
 

概日リズム 

   

葉由来   
80 

 31 6  

173 

 68 4  
 
22 9 ± 5 0 

 23 3 ± 4 5  

24 7 ± 10 2 

 23 3 ± 6 4  
 

23 0 ± 2 2 

 23 7 ± 1 4  

根由来   
100 

 36 6  

173 

 63 4  
 24 0 ± 3 0 

 23 7 ± 2 5  

23 7 ± 4 2 

 23 3 ± 3 0  
 24 1± 1 9 

 23 8 ± 1 5  

*MAD：中央絶対偏差 

**細胞の周期：細胞概日リズムの平均ピーク間隔 

葉由来細胞のデータは Exp1―3 の 3 回の測定の合計であり、根由来細胞のデータは Exp4

―5 の 2 回の測定の合計である。詳細は資料 1 と 2 に記述してある。 
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図 17 生物発光リズムの持続性による細胞の分類 

他    発光が重な ない   発光検    し、発光 系列    が検 され 

   解析可能   し 。恒暗条件 移行して  24  以内     ない発光リズ

ム 示す   グ  プ2 分類し 。最初 24  以内    が見 れ、108  以

降 最     が見 れないもしくは     が35  以上    グ  プ1 分

類し 。最初    が見 れ、     が 35   以下    グ  プ 0 概日リズ

ム    し 。グ  プ 1  グ  プ 2 は不完全なリズムが部分的 見 れ  め不完

全リズム   し 。個々    生物発光リズム 例 示す。 
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標準条件下での葉と根由来細胞の生物発光リズムの比較 

第 1 章において、シロイヌナズナの葉から単離した細胞集団の概日リズムが恒常条件下で

持続することが示され（図 9）、個々の単離細胞においても自由継続性を有していると推測

される。細胞集団ではなく個々の細胞時計の性質を調べるため、外界からの光刺激がない

標準条件下（恒暗条件下）におけるプロトプラスト由来細胞の個々の発光変動を解析した。

その結果、シロイヌナズナの葉と根から単離した細胞において周期的な発光量の変動が観

察された（図 19AB）。周期的な発光量の変化に加えて、平均発光量の時間ごとの変化も観

察された（図 19AB、図 20A）。全体の傾向を詳細に捉えるために、平均発光量に加えて細

胞ごとに発光量の変化を定量した（図 20B）。0―48 時間における平均発光量と 96―144 時

間における平均発光量を細胞ごとに比較し、発光量の増減による細胞率を算出した。その

結果、測定中に 60％の葉由来細胞の発光量が増加した一方、75％の根由来細胞の発光量が

低下することが示された（図 19AB、図 20）。各細胞の概日リズムのトラフ（底）が増加せ

ず発光量は徐々に減少することから、恒暗条件下で根由来細胞の概日時計は減衰振動子で

あると考えられる。 
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図 18 標準条件における各細胞の発光概日リズムの  ク間 の 度分布 

 A 葉由来 単離  。 B 根由来 単離  。 
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次に細胞ごとの概日リズムの周期を調べた。細胞の概日リズムの周期は、概日リ

ズム細胞における概日リズムのピーク間隔の平均として定義した（用語・略語）。葉由来

細胞と根由来細胞の両方の細胞概日リズムの周期は、平均値が約 24 時間の分布を示し、細

胞集団として概日リズムを保持していることが示された（図 19C、表 1、表 2）。平均値に

加えて中央値においても周期長を算出したところ、葉由来細胞では 23.3（h）、根由来細胞

では 23.7（h）となり、根由来細胞の方が葉由来細胞に比べて周期がわずかに長かった

（表 1）。実験環境に依存するが切り取った葉と根の概日リズムの周期では、葉に比べて根

の概日リズムの周期の方が 4 時間ほど長いことが報告されている（Fukuda et al., 2007, 

2012; Dalchau et al., 2011; Bordage et al., 2016; Nakamura and Oyama, 2018; Greenwood et 

al., 2019; Kanesaka et al., 2019）。単離細胞においても葉由来細胞に比べて根由来細胞の概

日リズムの周期はわずかに長かったが、1 時間程度の差であった（表 1）。そのため、葉と

根の概日リズムは器官全体として異なる周期長を示す一方、葉と根の細胞自体はほぼ同じ

周期長の概日時計を有している可能性が示された。続いて、細胞概日リズムの安定性を評

価するために、細胞概日リズムのサイクルごとのばらつき度合いを表す変動係数（CV =標

準偏差/平均）を計算した（用語・略語）。CV の値が小さいほどピーク間隔のばらつきが

小さいことを示す。各細胞で算出された CV 値の頻度分布を図 19D で示した。葉由来細胞

に比べて根由来細胞の方が低い CV 値を示す細胞の割合が多かった（図 19D）。平均値とし

ても葉由来細胞の概日リズムの周期の CV 値は根由来の CV 値よりも高かったため、葉由

来細胞の発光概日リズムはサイクル（ピーク間隔）ごとに不安定であることが示された

（図 19D、表 2）。 

概日リズムのピーク時刻を調べると、葉と根由来細胞で最初に検出されたピーク

時刻は恒暗条件になってから 18 時間付近であった。ピーク時刻のヒストグラムから、葉由

来細胞の 0―24 時間におけるピーク時刻は根由来細胞よりも分散していた（図 19EF）。細

胞間の位相のばらつき度合いを定量化するために、24 時間の範囲における同期率を計算し

た（用語・略語）。同期率は 0（非同期）から 1（同期）の範囲で、細胞集団のコヒーレン

ス（同期状態）を表す。値が大きいほど、細胞間のピーク時刻が良く揃っている（同期し

ている）ということになる。同期率を計算すると、葉と根由来細胞において対照的な時系

列変化を示した（図 19G）。葉由来の細胞は比較的低い同期率で始まり（0―24 時間：

0.59）、時間の経過とともに同期状態を持続した（96―120 時間：0.48）。一方で、根由来

の細胞は比較的高い同期率で始まったが（0―24 h：0.75）、時間の経過とともに急激に減

少した（96―120 h：0.25）。 

サイクル間のばらつき度合いを表す周期の CV 値は根由来細胞に比べて葉由来細

胞で大きかったが、時間を経るごとの同期率減少の程度は小さかった（図 19DG）。これは

細胞間の固有周期のばらつきが小さいことが原因であると推定される。中央値からのばら

つき度合を示す統計量の MAD（中央絶対偏差）を用いると、根由来細胞に比べて葉由来

細胞の周期の MAD の値はわずかに小さかった（表 1）。このことから、葉由来細胞におけ
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るピーク時刻の同期率の変化は細胞固有の周期の小さいばらつきによって生じていること

が示された。 

葉由来細胞の概日システムは、根由来細胞に比べて明期から暗期への移行刺激に

対する位相調整の正確性が低いと考えられる（図 19G）。本研究で解析した葉由来細胞の

細胞集団は、細胞間の固有周期のばらつきが小さかったため、根由来細胞に比べて葉から

単離した細胞は均質な細胞時計集団であると考えられる。 

 

 

表 2 標準条件 での概日リズム細胞の概日リズムの平均周期のまとめ 

実験    種類 

概日リズム   

*FRP  SD h      SD h  
          

 CV  

Exp1 葉由来   22 9 ± 2 3 22 1 ± 1 7 0.15 

Exp2 葉由来   23 5 ± 3 8 23 5 ± 2 3 0.16 

Exp3 葉由来   25 9 ± 1 7 22 2 ± 1 8 0.27 

Exp4 根由来   25 0 ± 2 9 24 8 ± 2 0 0.08 

Exp5 根由来   23 1 ± 2 6 23 6 ± 1 5 0.09 

*FRP：FFT-NLLS 解析によって算出された周期（Free running period：FRP）。 

実験条件・測定結果の詳細は資料 1 と 2 に記述してある。 
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図 1  標準条件 における葉と根由来細胞の自律した概日リズム 

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ 葉 根  プロトプラ ト 単離す   2回 明

暗サイ  処理 行っ 。 A, B   条件下 個々 発光概日リズム[80 個 葉由来  

 A ；100 個 根由来   B ] それ       発光量 黒線 。9 点分 3   

分  移   処理し 発光リズム 示す。白い箱は明 、黒い箱は暗  示す。 C 葉

 根由来      頻度分布 Brunn r-Munz  検定；  < 0 05 。 D        

    CV  頻度分布。 E, F 葉由来   E  根由来   F  おけ     

  頻度分布 2   区  。 G 24      各             葉由来 

 ：青線、根由来  ：橙線 。解析区  全てで統計的有意性 示しており、単位円 

中心 し 方向 一様な広がり   分布 は有意 異な こ  示し  R y   g 検

定；  ＜ 0 01 。 
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（ 8  6 h）
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  （   7 ）  ば （  7     1 2 ）   （1 2  ）

図 2  標準条件 における葉と根由来細胞の生物発光 の変移 

 A 恒暗条件 移行して  、48      葉由来   青線  根由来   橙線 

 生物発光量   値。デ タは  ±  誤 で示し 。Brunn r-Munz  検定、**  < 

0 01。  B 発光が  し    割合 100％積み上げグラフで図示し 。0―48   

 比べて 48―96   もしくは 96―144    おいて、発光量が 少 ＜0 75 、横ばい

 0 75≦、＜1 25 、増加 1 25≦ してい    割合 示す。 
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温度依存的な細胞概日リズムの頑健性 

プロトプラスト由来細胞の周期の温度補償性を調べるために、初めに温度が細胞概日リズ

ムの波形に与える影響を確かめた。プロトプラストを単離した後、葉と根由来細胞を各温

度（27℃、22℃、17℃、12℃）の恒暗条件下に移し、各細胞の発光概日リズムを観測した。

後述するように発光リズム特性によって分類される細胞の数が温度によって大きく変化す

るため、温度に関する解析では、全てのグループの細胞（解析可能細胞）に対してリズム

特性を解析した。葉と根由来細胞の平均発光量の変動は、各温度で概日リズムを示したが、

17℃での葉由来細胞を除いて、時間を経るとその振幅は減少した（図 21AB）。概日リズム

の頑健性を調べるために、個々の細胞に対して FFT-NLLS 解析（用語・略語）を実行した

（図 22、図 23、図 24）。FFT-NLLS 解析は時系列データに対してコサイン線形和をフィ

ッティングすることで概日リズムの周期を算出する方法である。フィッティングする際に

フィッティングの精度を Relative Amplitude Error（RAE）の値として算出するため、部分

的には概日リズムの頑健性を推定する指標の一つになる。RAE の値は 0 から 1 を示し、0

に近いほどフィッティングと実数値との差が小さいことを示す。本研究では、RAE が 0.2

以下の値を示す発光変動を持つ細胞を頑健なリズムを示す細胞とした。頑健なリズム

［Relative amplitude error（RAE）≤ 0.2］を示す細胞の割合は、温度条件間で異なってい

た。葉由来細胞では、17℃（85％）で最も高く、12℃（49％）で最も低かった（図 24）。

22℃では 64％の細胞が 27℃では 73％の細胞が頑健なリズムを示した。これらのことから、

葉由来細胞が頑健な概日リズムを示す最適温度は約 17℃であった。根由来細胞では、17℃

と 22℃で約 85％の細胞が頑健なリズムを示し、12℃（40％）や 27℃（72％）よりも高い

割合を示した。22℃での頑健なリズムを示す細胞の割合は葉由来細胞よりも根由来細胞の

方が高く、頑健な概日リズムの最適な温度条件は葉由来細胞と根由来細胞で異なることが

示唆された。葉と根由来細胞の両方で、頑健なリズムを示す細胞の割合は 12℃で非常に低

く、シロイヌナズナの細胞概日リズムが 12℃の低温で不安定であることを示唆している。

さらに、グループ 0 に分類される細胞（概日リズム細胞）の割合は、最適温度付近で高か

った（図 25）。これら 4 つの温度条件では、頑健なリズムの細胞の割合は異なるが、各温

度での解析可能細胞のピーク間隔は、ピーク時刻ごとに定まっていた（時間経過によるト

レンドが見られなかった）（図 26）。そのため、温度が概日リズムの周期長に与える影響は

測定期間中に変化しないことが示された。 
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図 21 葉と根由来細胞における概日リズムの周期の温度補償性 

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ 葉 根  プロトプラ ト 単離し、27℃、

22℃、17℃、12℃ いずれ  恒暗条件    移し、発光   測定し 。 A, B 葉

由来   A  根由来   B  おけ 解析可能     リズム   発光量 示し

  27℃：赤線、22℃：黄線、17℃：緑線、12℃：紫線 。 C 葉 根由来   各温度

 おけ        。箱ひげ図では、中央線が中央値、上下 縁が第一 三四分位 

 25％ 75％ 、ひげが最小値 最大値 示してい 。Brunn r-Munz  検定、*  < 

0 05、**  < 0 01。 D 葉 根由来            系列 化。統計的 有意な

 が  場合は異な 文字で示し ［葉由来   は  、b、 c；根由来   は A、B

  n -  y A  VA             c Tu  y-Kr m r 検定、  < 0 001 ］。 
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図 22  12℃、17℃、22℃、27℃における葉由来細胞の発光変動の例 

12℃ A 、17℃ B 、22℃ C 、27℃ D  おけ グ  プ 0、グ  プ 1、グ  プ

2  4   例。二        キップもしくは なり低いレベ      示す例 

して、 ネ A グラフ中 矢印 加え 。 
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図 23 12℃、17℃、22℃、27℃における根由来細胞の発光変動の例 

12℃ A 、17℃ B 、22℃ C 、27℃ D  おけ グ  プ0、グ  プ1、グ  プ

2 4  例。 
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図 2  異なる温度条件でのグ  プ  、グ  プ 1、グ  プ 2の細胞 合の 較 

12℃、17℃、22℃、27℃ 各温度 おけ 葉由来   A  根由来   B  三  

分類     割合 100％積み上げ棒グラフで表し 。 

図 2  細胞の発光変動から算出された   値と   P値の温度ごとの 較 

12℃、17℃、22℃、27℃ おけ 葉部由来    A  根部由来    B  個々 

   発光      され FR  RAE  値。FR  RAE は FFT- LLS 解析 より

  し 。各条件 おいて RAE ≦0 2  示し サンプ  割合 表す。 
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図 26 プ  プラス 由来細胞の異なる温度での   における  ク時 に する 

 ク間  

  概日リズム  番目          し  き、       おけ      は

  －  -1  定義され 。27℃ 赤 、22℃ 黄 、17℃ 緑 、12℃ 紫 で、葉由来  

 A  根由来   B  おけ 解析可能     概日リズム          

   プロット。 
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12℃―27℃の温度範囲における細胞概日リズムの温度補償性 

プロトプラスト由来細胞の概日リズムの頑健性や持続性に温度は大きく影響することを示

した（図 24、図 25）。概日リズムによる細胞の分類は温度によって影響し、特に 12℃では

概日リズム細胞の割合が大きく低下した（図 25）。そのため、各温度におけるプロトプラ

スト由来細胞の（温度補償性を調べるための）周期を算出する際には解析可能細胞の全て

のピーク間隔の平均を用いた。各温度において葉と根由来細胞の概日リズムの周期は異な

っていた（図 21CD、表 3）。葉由来細胞の周期を温度ごとに比較すると 22℃と 27℃では

有意な差が見られず、17℃と 12℃では有意な差が見られた（図 21D）。つまり、12℃から

22℃において温度が上がるほど周期が短くなっていた。根由来細胞の周期を温度ごとに比

較すると 17℃、22℃、27℃で有意な差が見られず、12℃では有意な差を示した（図 21D）。

12℃から 17℃において温度が上がるほど周期が短くなっていた。そのため、葉由来細胞に

比べて根由来細胞の概日リズムの周期は温度の影響を受けにくいことが示された（図 

21D）。温度補償性の程度を評価するために、Q10 値を算出した。Q10 は、温度が 10℃異な

る 2 つの条件で測定された反応速度［リズムの周波数（1 /周期）］の比率として定義され

る。一般的な酵素反応では、温度が 10℃上昇すれば反応速度は 2―3 倍になることが知ら

れている（Dunlap et al., 2004）。Q10 値が 1 に近いほど、温度によって周期長が変化しない

ことを示す。葉と根由来細胞の両方について 5℃の差ごとに計算された周期の Q10値は 0.98

〜1.20 であり、温度補償性が測定温度の範囲で維持されたことを示している（表 3）。興味

深いことに、頑健な概日リズムを示す細胞の割合が高い 17℃から 22℃の温度範囲では、葉

由来細胞の Q10 値は 1 から 0.2 大きいのに対して、根由来細胞の Q10 値は 1 から 0.01 大き

く、根由来細胞よりも葉由来細胞の方が 1 から離れていた。これらの結果から、根由来細

胞が葉由来細胞よりも概日時計の針の進む速さ（概日リズムの角速度）をより厳密に制御

する補償システムを有することを明らかにした。 
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表 3  27℃、22℃、17℃、12℃におけるプ  プラス 由来細胞の概日リズムの周期

（  ク間 の平均）。 

   種類 
         ± SD     Q10 

27℃ 22℃ 17℃ 12℃  27–22℃ 22–17℃ 17–12℃ 

葉由来   
23 48 ± 

4 42 

23 85 ± 

8 34 

26 15 ± 

5 52 

28 59 ± 

11 44 
 1 03 1 20 1 20 

根由来   
24 04 ± 

4 94 

23 84 ± 

3 66 

24 01 ± 

5 81 

25 79 ± 

10 02 
 0 98 1 01 1 15 

算出には、解析可能細胞のデータを使用した。 

ピーク間隔のデータは各温度の複数実験の合計を示している。 

葉由来細胞：Exp17―19（27℃）、Exp1―3（22℃）、Exp6―8（17℃）、Exp11―13

（12℃）。根由来細胞：Exp20―22（27℃）、Exp4―5（22℃）、Exp9―10（17℃）、Exp14

―16（12℃）。詳細は資料 1 と 2 に記述してある。 

 

 

 

12℃で生じる細胞概日リズムの不安定化と細胞間の脱同期 

温度補償性を調べる過程で、12℃において興味深い概日リズムやピーク間隔が観察された。

そのため、温度補償性に加えて低温における単離細胞の概日リズムの不安定性についても

報告する。生物に生存できる適温があるように、概日時計においても適温は存在し、適温

より温度が低くなると概日リズムが消失することが知られている（Zimmerman, 1969; 

Kondo and Tsudzuki, 1980; Bieniawska et al., 2008; Murayama et al., 2017）。シアノバクテ

リアを用いた先行研究において、低温による概日リズムの消失はリズムの周期（ピーク間

隔）が長くなることによって消失するわけではなく、リズムの振幅がなくなることによっ

て消失するということが報告されている（Murayama et al., 2017）。個々の単離細胞の発光

概日リズムの合成波であるプロトプラスト由来細胞の平均発光量の変動は、12℃において

振幅の小さい概日リズム（葉由来細胞）または減衰リズム（根由来細胞）を示した（図 

21AB）。シアノバクテリアと同様に単離細胞集団においても低温による概日リズムの消失

は振幅の低下によって引き起こされていた。単離細胞の平均発光概日リズムにおける振幅

の低下は、各細胞概日リズムの振幅の低下と細胞間の脱同期による平均発光リズムの振幅

の低下が考えられる。個々の細胞の概日リズムを調べてみると、12℃では 24 時間よりもは

るかに長いピーク間隔が観察される細胞や、ピークかどうかを判断することができない非

常に低レベルのピークを示した細胞が観察された（図 22、図 23）。また、12℃における解

析可能細胞の全てのピーク間の分散は大きくなっており、低温での細胞概日リズムの不安
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定性が全体での発光概日リズムの低振幅に寄与していることが示唆された（図 21C）。概

日リズムのピーク間隔が大きくばらつくことによって、全体の概日リズムが消失したよう

に見えたため、各温度の同期率を比較した（図 27）。葉由来細胞は 12℃でより低い同期率

を示したため、低温がプロトプラスト単離後の同期率を著しく変化させたことを示唆して

いる。対照的に、根由来細胞における最初の概日リズムのピークは、12℃より高い温度の

細胞と同様の同期率を示した一方で、12℃に移してから 24 時間後から急激に脱同期してい

た。これらのことから、シロイヌナズナにおける低温での概日リズムの消失は、各細胞の

ピーク間隔がばらつくことによって脱同期が生じ、細胞集団の概日リズムの振幅が消失し

ていると推測した。 
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図 27 温度による細胞概日リズムの同期率の変化 

4   温度条件 27℃：赤線、22℃：黄線、17℃：緑線、12℃：紫線 で、葉由来  

 左 ネ   根由来   右 ネ         1 日       示し 。青丸

 橙三角は統計的有意性 R y   g 検定、  ＜0 01  示し、ベ ト が単位円  り 

一様 広が 分布 は有意 異な こ  示してい 。×マ  は有意 がな っ 点 

示す。 
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短時間の光刺激に対する同調性（位相応答） 

概日リズムの基本的な特性として、光刺激に対する細胞ごとの同調性を調べた。図 28 A に

示すように、光パルスの前後のピーク時刻（古い位相“Old phase”と新しい位相“New 

phase”）を用いて位相移行曲線（Phase Transition Curve: PTC）を作成した（用語・略語）。

PTC は光刺激に対する概日リズムの位相応答を示す。細胞概日リズムの周期と最初のピー

ク時刻は細胞ごとに不揃いであったため（図 19CG）、測定中に異なる位相を示す細胞が生

じた。PTC 自体は各位相に対して光刺激を与える必要性があるため、位相を変化させた複

数の実験を準備しなければならないが、細胞ごとの位相のばらつきを利用することで 2 点

の光刺激によって PTC を作成することを可能にした。恒暗条件に移行してから 60 時間ま

たは 72 時間後において、プロトプラスト由来細胞に 1 時間の光刺激（光パルス）を与えた

（図 28）。葉由来細胞において、光パルスが与えられた細胞概日リズムの位相に関係なく、

ピーク時刻は光パルスの 16〜30 時間後に現れた（図 28B）。PTC は、大きな位相シフトが

生じる 0 型と小さな位相シフトが生じる 1 型に分けられる（Johnson, 1992）（用語・略語）。

プロトプラスト由来細胞における PTC は 0 型であり、1 時間の光刺激によって概日リズム

の位相が完全にリセットされることが示された。コントロールとして光パルスのない時の

PTC を作成すると、線形近似の傾きはほぼ 1 であった（図 28C）（用語・略語）。この傾き

は光パルスを照射したときの PTC の傾きとは対照的だった（平均傾きは 0 に近い）。根由

来細胞の場合も同様に、概日リズムのピークはパルスの 12〜27 時間後に現れた（図 28D）。

光パルス後の位相は、葉由来の細胞よりも根由来の細胞の方が進んでいるように見えたが、

両方のタイプの細胞の PTC は類似していた。根由来細胞も葉由来細胞と同様に光パルスを

与えていない概日リズムで作成した PTC の線形近似の傾きは、1 に近かった（図 28CE）。

これらのことから、プロトプラスト由来細胞が 1 時間の光刺激によって概日リズムの位相

を調整し、同調できることを示した。 
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図 28 光  スに する細胞サ カディア リズムの位相    

 A 位相移行曲線  TC  生成す  め 実験概要 模式図。古い位相           

 は、光   が与え れ   リズム 位相で り、本研究では光         

    光       引い も  古い位相 定義し 。シフト  新しい位相

            は、光    よってシフトし リズム 位相で り、本研究では光 

    見 れ        光       引い も  シフト  新しい位相 

定義し 。 TC は様々な位相 示す概日リズム 古い位相 新しい位相 プロットし も

  表す。概日特性 持 発光   光      48      で RAE≦0 2  解析

 使用し 。光   処理は恒暗条件 なって  60   ま は 72     実施し 。

 B, C 葉由来   おけ 光    よって描画され  TC B  光    照射し

ない場合 コントロ  状態 おけ       図 C  示し 。 D, E 根由来  

 おけ 光    よって描画され  TC D  光    照射しない場合 コントロ

  状態 おけ       図 E  示し 。 
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明暗サイクル下における細胞間のピーク時刻の正確性の比較 

光パルスの実験に加えて、明暗サイクルに対する葉と根由来細胞の細胞間の同調様式を解

析した。プロトプラストとして単離した細胞に 12 時間の明暗サイクルを与えながら発光リ

ズムを測定した。その結果、葉由来細胞と根由来細胞のピーク時刻の 94％は 12 時間の明

期内に現れたため、葉と根由来細胞は明暗サイクルに同調できることが示された（図 29 

AB）。明暗サイクルに対する細胞間のピーク時刻の正確性を調べるために同期率を算出し

たところ、葉由来細胞と根由来細胞の同期率は、それぞれ 0.76 と 0.85 であった（図 29C）

（用語・略語）。根由来細胞と比較して葉由来細胞の同期率が低いのは、概日リズムの周

期が不安定である（サイクル間のばらつきが大きい）ことが原因になっていると考えられ

る（図 29C）。  

明暗サイクル下の根由来細胞の発光リズムにおいて、発光量の大きな減少は見ら

れなかった（図 19D）。前述のように恒暗条件下において、根由来細胞の個々の細胞の発

光は減少し、概日リズムは減衰していく傾向にあったため、根由来細胞の概日時計は高振

幅な振動のために明暗のシグナルを必要とする可能性が考えられる。これは葉由来細胞と

根由来細胞の概日時計の特性に違いがあることを示していると考えられる。 
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図 2  プ  プラス 由来細胞における概日リズムの  サイク への同調性 

CCA1::LUC形質転換シロイヌナズナ 葉 根  プロトプラ ト 単離す   2回 明

暗サイ  処理 行っ 。 A, B 発光概日リズム 73 個 葉由来   A 、63 個 根由

来      発光量 黒線 。3 点分 移   処理し 発光リズム 示す。    示

す    グラフ上部 示し 。白い箱 黒いはそれぞれ明  暗  示す。 C 葉由来

   青線  根由来   橙線        1日       図示し 。 
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考察 

第 2 章では、シロイヌナズナの葉と根から単離した細胞の発光概日リズムを単一細胞で観

測する実験系を構築し、個々の単離細胞は概日リズムの三大性質を満たす概日時計を有す

ることを明らかにした。加えて、細胞レベルで葉と根由来細胞の概日リズムの性質が異な

っており、細胞レベルでの概日時計の器官特異性を明確にした。 

 単離細胞の概日リズムを調べるために、光条件は恒暗で、温度条件は 22℃で、培

地条件は W5 液体培地（無機塩類、5%FBS）で、任意の細胞密度であることを標準条件と

した。植物の概日リズムの周期は、照射する光量や光質によって変化することが知られて

いる（Aschoff, 1979; Somers et al., 1998; Devlin and Kay, 2000; Battle and Jones, 2020）。ま

た、光質に対するシュート（地上部）と根（地下部）の概日リズムの応答性が異なること

が報告されている（Bordage et al., 2016）。W5 液体培地は主に Na、K、Ca、Cl で構成され

ており、植物にとって直接利用される栄養素としては FBS（ウシ胎児血清）に含まれる微

量なグルコースぐらいである。そのため、標準条件における単離細胞の概日リズムは、光

シグナルや栄養による概日時計への入力経路の違いに影響されない、細胞時計本来の特徴

を反映していると考えられる。人工的な条件にもかかわらず葉由来の単離細胞の概日リズ

ムの周期は、恒暗条件下における切り取った葉の概日リズムの周期と 1―2 時間の範囲の差

であった（Fukuda et al., 2007; Nakamura and Oyama, 2018; Kanesaka et al., 2019）（図 

19C、表 1）。一方、根由来の単離細胞の概日リズムの周期は、恒暗条件下における根の概

日リズムの周期より 3―4 時間短かった（Dalchau et al., 2011; Fukuda et al., 2012; Bordage 

et al., 2016; Greenwood et al., 2019）（図 19C、表 1）。同じ根であっても周期の長さは根の

領域によって大きく異なっている。根の領域において異なる周期が生み出される明確な理

由はわかっていないが、局所的な細胞の結合（概日時計の相互同期現象）が一つの原因で

あると考えられている（Greenwood et al., 2019）。培養液中の根由来の単離細胞は、その

ような概日時計の相互同期現象が存在しないため、細胞時計固有の性質としての周期を示

していると思われる。 

根由来の単離細胞の概日リズムの発光量が減少し、個々の細胞は振幅が徐々に減

少する減衰振動であった（図 19B、図 20B）。未処理もしくは切り取った根の概日リズムに

おいても、振幅が減衰する傾向にあることが知られていた （Takahashi et al., 2015; 

Bordage et al., 2016）。しかし、細胞集団を観察していたため、各細胞の概日リズムが減衰

していたのか、各細胞概日リズムの位相が不揃いになる脱同期によって集団としての減衰

が生じているのかを判断できていなかった。根由来単離細胞で観察された減衰振動は、根

における概日リズムの減衰が、個々の細胞概日リズムの減衰に起因する可能性を示してい

る。葉由来の単離細胞の概日リズムの振幅が持続しており、恒暗条件下の切り取った葉に

おいても振幅の持続が確認されている（Fukuda et al., 2007; Nakamura and Oyama, 2018; 
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Kanesaka et al., 2019）（図 19A）。これらのことから、植物における器官の概日時計の特徴

は、細胞自身の概日時計の特徴を部分的に反映していると考えられる。 

葉と根由来細胞における光応答性を 1 時間の白色光パルスによって調べたところ、

位相の完全リセットである 0 型の PTC が描画された（図 28）。30―32 µmol m-2 s-1 の光量

の光パルスにおいては位相のリセット機能に葉と根由来細胞で違いが見られなかった。植

物の根の概日リズムは 0.15 µmol m-2 s-1 の光に対して応答することができることが報告され

ている（Bordage et al., 2016）。また、恒暗条件下の根は光ファイバーのように維管束を通

る微量な光を受容し、根の概日時計の時刻を調整できることが報告されている（Lee et al., 

2016; Nimmo, 2018）。これらのことから、光受容による概日リズムの位相の調節において

葉と根由来細胞において同様のシステムを有している一方で、概日リズムの位相に影響を

与える光受容の感度（光量の閾値）は根の細胞の方が高い可能性がある。 

明暗サイクル下における光応答性（7―8 mol m-2 s-1 の白色光を 12 時間照射）に

おいても葉と根由来細胞は概日リズムの位相を調節していた（図 29）。一方で、根由来細

胞に比べて葉由来細胞の方が同期率は低く、細胞間でばらついていた。標準条件下におい

て葉由来細胞は根由来細胞に比べて概日リズムが不安定であった（サイクル間のばらつき

が大きかった）（図 19D）。概日リズムの位相調節における光応答においては十分な光量で

あるため、光応答後の位相が不正確であると考えられる。 

 温度補償性は、概日時計の周期性を保持する重要な性質である。葉と根由来の単

離細胞の両方の概日リズムの周期は温度補償性を示した（図 21C、表 3）。これは異なる器

官においても、細胞レベルで概日時計としてのシステムを有することを示している。一方、

葉と根由来の単離細胞の概日リズムにおいて温度補償性の堅牢度が異なっていた（図 21D、

表 3）。シュートと根での遺伝子発現解析から、いくつかの時計遺伝子の発現量が器官で異

なることが報告されている（Lee and Seo, 2018）。植物の地上部と地下部の概日時計は、概

日時計を構成する因子の種類の差異ではなく、発現量によって性質が特徴づけられている

ことが考えられる。時計遺伝子の PRR7 と PRR9 が温度に対する応答性や温度補償性に直

接関与することが報告されている（Nakamichi et al., 2005; Salomé et al., 2005）。PRR7 と

PRR9 の二重変異体を用いて、シロイヌナズナのシュートと根の周期を発光レポーターを

用いて調べたところ、根では温度補償性を示した一方で、シュートでは温度が高くなるほ

ど概日リズムの周期が長くなり、時計遺伝子の役割が器官ごとに異なっていることが示さ

れた（Li et al., 2020）。本研究を含めて明らかになった植物の地上部と地下部の概日リズム

の周期の温度補償性の違いが、シロイヌナズナの生育にとってどれだけ重要かは全く分か

っていない。次に地上部と地下部で異なる温度補償性の役割について植物の生育環境から

考察する。シロイヌナズナの地上部は一日の中で大きな温度変化が生じ、地下部は地上部

に比べて温度の日周変化が生じにくい（Illston and Fiebrich, 2017）。温度変化の大きい地

上部の概日時計が堅牢な温度補償性を持つ必要があると思われるが、単離細胞の発光概日

リズム解析からは地下部に比べて地上部の概日時計は脆弱な温度補償性を示した（図 21D、
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表 3）。温度刺激は概日リズムの位相を調節できることから、日周変動の大きい地上部では

温度が変化した時の概日リズムの周期の維持よりも、温度変化による概日リズムの位相の

調節に重きを置いているのかもしれない。一方、地下部における温度の日周変動は土壌の

深度が深くなるほど少なくなることから、温度変化による概日リズムの位相の調節よりも、

概日リズムの周期を維持しているかもしれない。また、土壌深度による温度変化によって

根は不均一な温度環境にさらされていることから、堅牢な温度補償性が地下部にとって重

要であることが考えられる。 

 葉と根由来の単離細胞の概日時計は、単離前の器官の概日時計と似ている部分が

多くあるが、異なる現象も観察された（図 22、図 23、図 27）。生物には生存できる適温が

生物種によって異なっている。概日時計においても適温は存在し、適温より温度が低くな

ると概日リズムが消失することが知られている（Zimmerman, 1969; Kondo and Tsudzuki, 

1980; Bieniawska et al., 2008; Murayama et al., 2017）。シロイヌナズナでは、4℃の低温下

で概日リズムが減衰し、リズムが見られなくなる（Gould et al., 2006; Bieniawska et al., 

2008）。一方、12℃の低温下では概日リズムを持続することが報告されているため、シロ

イヌナズナの概日リズムが消失する温度は 4℃以上 12℃未満である。一方、単離された細

胞集団の概日リズムは 12℃で消失した（図 21AB）。そのため、単離細胞の概日時計では機

能せず、植物体では機能する 12℃の低温で概日リズムの振幅を維持する仕組みが存在する

と考えられる。今後、単離された細胞と組織内の細胞の概日時計を調べることによって、

低温において植物が有する概日リズムの維持機構を明らかにすることができると考えられ

る。 
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材料と方法 

植物と生育条件 

実験には第 1 章と同様に CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を

使用した。シロイヌナズナの培養は第 1 章と同様の方法で実施した。 

 

  イヌナズナ葉と根からのプ  プラス 単離と   

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナの葉と根からプロトプラストを単離した。葉からの

単離は第 1 章と同様の方法で実施した。根からのプロトプラストの単離は、葉からの単離

方法を改変し、以下のように遠心時間を変更した。光点灯から 3―4 時間後の植物体の根を

15 個体分切り取り、細かく切り刻んだ。酵素処理はそれらの切片を 20 ml の酵素液に入れ、

弱光条件下（25℃）で 3 時間振盪することで行った。プロトプラストは 70 µm ナイロンメ

ッシュで濾し、遠心分離（1200g、5 分間、22℃）によって回収した。プロトプラストの

沈殿は 45 ml の W5 溶液で 2 回洗浄した。沈殿を 1ml の W5 溶液に再懸濁し、再度遠心分

離（1200g、7 分間、22℃）後、0.1 mM ルシフェリン入りの液体培地に再懸濁した。液

体培地は、W5+FBS 培地［W5 溶液に 5% Fetal bovine serum（FBS）を添加］を使用した。 

 

単 細胞の生物発光測定 

単一細胞の生物発光イメージングは、プロトプラスト由来の単離細胞の生物発光を測定す

るために、先行研究を改変した方法で実施した（Muranaka and Oyama, 2016）。マクロズ

ー ム 顕 微 鏡 （ MVPLAPO 2C レ ン ズ を 装 着 し た MVX-10 ； Olympus Optical 、

https://www.olympus-lifescience.com/ ） が 装 着 さ れ た 高 感 度 EM-CCD （ electron-

multiplying charge-coupled-device）カメラ（ImagEM C9100-13；Hamamatsu Photonics、

http://www.hamamatsu.com/）で発光画像を取得した。発光測定装置はインキュベーター

（KCLP-1000I-CT；NK system、 http://www.nihonika.co.jp/）内に設置した暗箱内に置

き、温度を 27℃、22℃、17℃、12℃に維持した。EM-CCD カメラは、コンピュータソフ

トウェア（HOKAWO、Hamamatsu photonics）で制御した。HOKAWO で制御した発光

ダイオード（LED）光源（RFB2-20SW；CCS Inc.、http://www.ccs-grp.com/）からの白

色光を培養する細胞に照射した（12 時間の明暗サイクル実験で 7―8 mol m-2 s-1、光パル

ス実験で 30―32 mol m-2 s-1）。タイムラプスイメージングでは、EM-CCD カメラ（－

80℃に冷却）を用いて、恒暗条件では 20 分ごと，明暗条件では 60 分ごとに生物発光画像

を撮影した。発光画像を取得するために、葉由来細胞で 4 分、根由来細胞で 6 分間露光し

た。サンプルの発光に由来しない宇宙線によるノイズを除去するために、一度に 2 枚の連
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続した画像を撮影し、各ピクセルの最小値を解析に用いた。明暗条件では、自家蛍光を減

衰させるため、4 分間の暗処理後に生物発光画像を撮影した。個々の単離された発光細胞

に対して、手動で ROI（Region of Interest）を定義した。各 ROI における生物発光量は、

以下の式を用いて定量化した（Muranaka and Oyama, 2020）。光子数（photon 数）＝（出

力輝度－背景輝度）× 5.8 ／（1200 × 0.9）。各 ROI の発光量の時系列データに対して時

系列解析を実行した。画像解析は ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）で実施した。 

 

発光概日リズムによる細胞の分類 

他の細胞と発光が重ならない細胞を発光検出細胞とし、発光のピークが複数検出された細

胞を解析可能細胞とした。解析可能細胞を 3 つのグループに分類した（グループ 0、グル

ープ 1、グループ 2）（図 17）。恒暗条件に移行してから 24 時間以内に最初のピークが見ら

れない発光リズムを示す細胞をグループ 2 に分類した。グループ 2 の細胞は最初の発光概

日リズムを正確にできていない。最初の 24 時間以内にピークが見られ、108 時間以降に最

後のピークが見られないもしくはピーク間隔が 35 時間以上の細胞をグループ 1 に分類し

た。グループ 1 の細胞は、測定期間中に生物発光を失う部分があった。グループ 1 とグル

ープ 2 は不完全なリズムが部分的に見られたため不完全リズム細胞とした。残りの細胞を

グループ 0（概日リズム細胞）に分類した。 

 

時系列解析 

ピーク抽出および FFT-NLLS 解析は、R 4.0.3. （http://r-project.org/）を用いて、既述の

ように実施した（Muranaka and Oyama, 2016）（第 1 章と同じ）。周期は、ピーク間隔と

FFT-NLLS 解析の 2 つの方法で推定した。ピーク間隔は、連続した 2 つのピーク時刻を用

いて計算した。細胞概日リズムの振幅は、24 時間枠を設定し、その枠を測定時刻ごとに移

動するごとにその区間の時系列データの平均値と標準偏差を計算することで求めた。FFT-

NLLS 解析において、フィッティング精度として RAE を算出した。本研究では、RAE が

0.2 以下の値を示す発光変動を持つ細胞を頑健なリズムを示す細胞とした。 

 

同期率の計算 

各 1 日（24 時間）の細胞集団の概日リズムの同期率は、以下のようにして算出した。（1）

24 時間内の各細胞概日リズムのピーク時刻を単位円上にプロットし、各プロットのベクト

ルの大きさを 1 とした。（2）プロット内のベクトル和を算出する。（3）その範囲内のピー

ク数でベクトル和を割る。同期率は、0（非同期）から 1（同期）までの範囲で算出される。 
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資料 1 

第 2 章の実験条件のまとめ 

実験    種類 光条件 温度 ℃    密度 cell/4 ml  Medium 

Exp1 葉由来   DD 22 2  104 W5+FBS 

Exp2 葉由来   DD 22 2  104 W5+FBS 

Exp3 葉由来   DD 22 2  104 W5+FBS 

Exp4 根由来   DD 22 2  104 W5+FBS 

Exp5 根由来   DD 22 2  104 W5+FBS 

Exp6 葉由来   DD 17 2  104 W5+FBS 

Exp7 葉由来   DD 17 2  104 W5+FBS 

Exp8 葉由来   DD 17 2  104 W5+FBS 

Exp9 根由来   DD 17 2  104 W5+FBS 

Exp10 根由来   DD 17 2  104 W5+FBS 

Exp11 葉由来   DD 12 2  104 W5+FBS 

Exp12 葉由来   DD 12 2  104 W5+FBS 

Exp13 葉由来   DD 12 2  104 W5+FBS 

Exp14 根由来   DD 12 5  104 W5+FBS 

Exp15 根由来   DD 12 5  104 W5+FBS 

Exp16 根由来   DD 12 5  104 W5+FBS 

Exp17 葉由来   DD 27 2  104 W5+FBS 

Exp18 葉由来   DD 27 2  104 W5+FBS 

Exp19 葉由来   DD 27 2  104 W5+FBS 

Exp20 根由来   DD 27 5  104 W5+FBS 

Exp21 根由来   DD 27 5  104 W5+FBS 

Exp22 根由来   DD 27 5  104 W5+FBS 

Exp23 葉由来   LD 22 2  104 W5+FBS 

Exp24 葉由来   LD 22 2  104 W5+FBS 

Exp25 葉由来   LD 22 2  104 W5+FBS 

Exp26 根由来   LD 22 5  104 W5+FBS 

Exp27 根由来   LD 22 5  104 W5+FBS 



67 

Exp28 葉由来   DD 光刺激  22 2  104 W5+FBS 

Exp29 葉由来   DD 光刺激  22 2  104 W5+FBS 

Exp30 葉由来   DD 光刺激  22 2  104 W5+FBS 

Exp31 葉由来   DD 光刺激  22 2  104 W5+FBS 

Exp32 根由来   DD 光刺激  22 5  104 W5+FBS 

Exp33 根由来   DD 光刺激  22 5  104 W5+FBS 

 

  



68 

資料 2  

第 2 章の実験ごとの解析データのまとめ 

実験 
    

種類 

    ％          ± SD 

概日リズム

   
不完全リズム   

概日リズム 

  
不完全リズム   

グ  プ 0 グ  プ 1 グ  プ 2 グ  プ 0 グ  プ 1 グ  プ 2 

Ex 1 葉由来 
17  

 27 0  

22  

 34 9  

24  

 38 1  
21 9 ± 4 1 24 0 ± 11 7 22 3 ± 4 9 

Ex 2 葉由来 
54  

 36 2  

34  

 22 8  

61  

 40 9  
23 3 ± 4 8 25 5 ± 12 8 25 5 ± 9 0 

Ex 3 葉由来 
9  

 22 0  

16  

 39 0  

16  

 39 0  
22 0 ± 6 5 25 1 ± 10 7 22 7 ± 7 3 

Ex 4 根由来 
48  

 40 0  

57  

 47 5  

15  

 12 5  
24 6 ± 2 9 24 1 ± 3 6 23 0 ± 3 4 

Ex 5 根由来 
52  

 34 0  

43  

 28 1  

58  

 37 9  
23 5 ± 2 9 24 2 ± 5 9 23 1 ± 3 2 

Ex 6 葉由来 
38  

 50 7  

7  

 9 3  

30  

 40 0  
26 7 ± 3 9 25 2 ± 7 2 24 8 ± 5 3 

Ex 7 葉由来 
34  

 46 6  

12  

 16 4  

27  

 37 0  
25 8 ± 3 0 31 9 ± 10 2 26 3 ± 4 7 

Ex 8 葉由来 
14  

 46 7  

7  

 23 3  

9  

 30 0  
24 5 ± 3 9 26 2 ± 10 7 24 1 ± 4 7 

Ex 9 根由来 
50  

 43 9  

8  

 7 0  

56  

 49 1  
23 9 ± 4 2 31 8 ± 7 9 22 7 ± 3 9 

Ex 10 根由来 
63  

 45 3  

16  

 11 5  

60  

 43 2  
24 0 ± 4 0 30 0 ± 16 2 23 1 ± 4 3 

Ex 11 葉由来 
6  

 8 5  

20  

 28 2  

45  

 63 4  
24 3 ± 6 4 34 0 ± 16 4 28 3 ± 10 6 

Ex 12 葉由来 
5  

 7 6  

15  

 22 7  

46  

 69 7  
22 8 ± 4 3 30 7 ± 13 0 28 2 ± 10 7 

Ex 13 葉由来 
10  

 16 1  

14  

 22 6  

38  

 61 3  
24 6 ± 5 6 30 2 ± 14 3 29 3 ± 10 3 

Ex 14 根由来 
22  

 31 0  

15  

 21 1  

34  

 47 9  
24 8 ± 5 1 31 8 ± 14 0 25 8 ± 11 2 

Ex 15 根由来 
17  

 19 3  

19  

 21 6  

52  

 59 1  
24 2 ± 5 8 34 1 ± 16 4 24 8 ± 9 8 

Ex 16 根由来 
35  

 20 3  

22  

 12 8  

115  

 66 9  
24 1 ± 5 7 34 7 ± 15 6 23 7 ± 7 8 

Ex 17 葉由来 
24  

 39 3  

14  

 23 0  

23  

 37 7  
23 0 ± 2 3 24 7 ± 6 0 23 9 ± 5 8 

Ex 18 葉由来 
24  

 30 0  

37  

 46 3  

19  

 23 8  
23 1 ± 3 2 24 1 ± 5 4 23 7 ± 5 0 

Ex 19 葉由来 
35  

 55 6  

21  

 33 3  

7  

 11 1  
22 9 ± 2 5 24 5 ± 7 8 24 2 ± 4 1 
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Ex 20 根由来 
20  

 22 0  

35  

 38 5  

36  

 39 6  
24 6 ± 4 3 24 7 ± 6 2 24 2 ± 5 6 

Ex 21 根由来 
16  

 14 5  

35  

 31 8  

59  

 53 6  
24 7 ± 5 2 23 2 ± 3 7 23 5 ± 4 4 

Ex 22 根由来 
4  

 13 3  

10  

 33 3  

16  

 53 3  
29 5 ± 2 3 22 3 ± 4 8 22 6 ± 3 3 

Ex 23 葉由来 
2  

 11 8  

7  

 41 2  

8  

 47 1  
- - - 

Ex 24 葉由来 
16  

 29 1  

33  

 60 0  

6  

 10 9  
- - - 

Ex 25 葉由来 
55  

 41 4  

54  

 40 6  

24  

 18 0  
- - - 

Ex 26 根由来 
27  

 50 9  

16  

 30 2  

10  

 18 9  
- - - 

Ex 27 根由来 
36  

 43 4  

21  

 25 3  

26  

 31 3  
- - - 
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第 3章 

細胞密度依存的な葉由来単離細胞の概日リズムの 

定性と  に する正確性 

導入 

第 2 章で述べたように、植物の概日時計は、細胞時計の集合体であり、器官や組織ごとに

特異的な性質を有する。初期の研究では、マメ科の植物において気孔の開閉リズムの周期

と葉の上下運動の周期が異なることや、タバコ植物において細胞質遊離カルシウム（Ca2+）

量の変動リズムと葉緑体関連遺伝子である Lhcb（Light-harvesting complex b）の発現リズ

ムの周期が異なることから（Hennessey and Field, 1992; Sai and Johnson, 1999）、植物体内

に複数の性質の異なる概日時計が存在すると考えられていた。実際、蛍光タグ付き CCA1

を形質転換したシロイヌナズナにおいて、孔辺細胞と周囲の表皮・葉肉細胞の概日リズム

の周期が異なることが細胞レベルで示された（Yakir et al., 2011）。また、植物全体の個々

の細胞で蛍光タグ付き CCA1 の発現変動を顕微鏡下で観測した最近の研究では、植物の器

官内および器官間で概日リズムの振幅、周期、位相が細胞ごとに異なることが報告された

（Gould et al., 2018）。多くの植物の発生過程において細胞や組織は協調的な振る舞いを見

せる必要があるため、個々の異なる概日時計が調整されて発生のタイミングを計っている

と考えられる。例えば、恒常条件下で根の先端や側根原基では概日リズムの位相がリセッ

トされることが知られている（Fukuda et al., 2012; Voß et al., 2015）。 

 個々の細胞時計が協調する方法として、細胞間コミュニケーションが考えられる

（Sorkin and Nusinow, 2021）。植物の局所的なシグナル伝達は、細胞壁もしくは原形質連

絡を介して行われ、長距離のシグナル伝達は、維管束を介して行われている（Bloemendal 

and Kück, 2013）。時計遺伝子の発現を観測する発光レポーターを用いた複数の研究におい

て、細胞時計の局所的な細胞間コミュニケーションの存在が示唆されている（Fukuda et 

al., 2007; Wenden et al., 2012; Muranaka and Oyama, 2016; Greenwood et al., 2019）。また、

遺伝子発現解析や接ぎ木実験によって、地上部から地下部への時間情報の伝達が示唆され

ている（James et al., 2008; Takahashi et al., 2015; Chen et al., 2020）。加えて茎頂の切除が

根の概日時計に影響を与えたことから、地上部、特に茎頂が離れた場所の概日時計を制御

していることが報告された（Takahashi et al., 2015）。植物細胞間の時間情報の伝達様式は

不明であるが、原形質連絡で繋がっているため、拡散性の物質が関与すると想定されてい

る（Fukuda et al., 2007）。興味深いことに、プロトプラストとして単離した細胞において
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も細胞間コミュニケーションの存在が指摘されている（Takahashi et al., 2015）。シロイヌ

ナズナの茎頂から単離した細胞の細胞密度を低くすることによって、細胞集団の概日リズ

ムが減衰することから、細胞間コミュニケーションが茎頂のプロトプラストの概日リズム

に影響を与えていることが示唆された（Takahashi et al., 2015）。第 1 章で述べたように、

この細胞密度による概日リズムの振幅の維持は、シロイヌナズナの葉由来の単離細胞の概

日リズムにおいても確認されている。 

 細胞密度による概日リズムの振幅の維持（発振）は、植物の単離細胞の概日時計

だけでなく、哺乳類の概日時計においても知られている。約 1 万個の神経細胞からなる視

交叉上核では、拡散性メッセンジャー（Silver et al., 1996; Maywood et al., 2011）やシナプ

スシグナル（Yamaguchi et al., 2003; Aton et al., 2005）などを介した結合によって細胞間コ

ミュニケーションが行われ、単一細胞よりも遺伝的および環境的な摂動に強いコヒーレン

トなリズム（複数の概日振動子の位相や振幅が揃っているリズム）を生み出している（Liu 

et al., 2007）。視交叉上核の個々の細胞は独立した細胞概日時計として機能するが、視交叉

上核細胞を低細胞密度で培養すると、概日リズムを示す細胞の割合が減少する（Webb et 

al., 2009）。これらの結果は、単一細胞の概日リズムの生成には、細胞間コミュニケーショ

ンが重要であることを示唆している。さらに、中枢時計である視交叉上核の概日リズムが

細胞密度の影響を受けることと同様に、末梢時計である線維芽細胞の概日リズムも細胞密

度によって概日リズムの安定性 （振幅の維持）に影響することが報告されている

（Noguchi et al., 2013）。このように、個々の細胞の概日リズムの挙動を観測することによ

って哺乳類においては細胞一つ一つが細胞密度の効果を反映した概日リズムを示すことが

報告されているが、第 1 章の研究も含めて、植物において細胞密度の効果は単離細胞集団

としてしか調べられていない。 

 第 3 章では、シロイヌナズナ葉から単離した細胞を用いて、単一細胞レベルで細

胞密度が細胞の概日時計に与える影響を報告した（図 30）。単一細胞発光解析では、個々

の単離細胞の発光概日リズムを測定するために、単離細胞ごとの発光が重ならないように

する必要があった。そのため、発光しない細胞を添加することによって高細胞密度を単一

細胞発光解析においても実現した。高細胞密度培養における葉由来細胞の発光概日リズム

のピーク間隔は標準細胞密度培養に比べて安定化し、明暗に対する細胞間の正確性も向上

した。細胞密度による概日リズムへの影響は時刻情報に依存しない単離細胞からの分泌物

質によって部分的に引き起こされていた。 
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図 3  第 3章のまとめ 

   密度が葉由来   概日リズム 与え 影響 ま め 。 



73 

結果 

位相情報に非依存的な単離細胞集団の概日リズムの安定化 

第 2 章で述べたように、根由来細胞に比べて葉由来細胞の概日リズム（標準条件での細胞

密度、2  104 cell/4 ml）のピーク間隔は不安定で、かつ明暗に対して細胞間の低い同期率

が示されている（図 19D、図 29C）。先行研究や第 1 章の結果から、茎頂や葉から単離し

たプロトプラストの概日リズムの振幅に細胞密度が影響を与えることが報告されている

（Takahashi et al., 2015; Nakamura and Oyama, 2018）。細胞全体の平均概日リズムは各細

胞の概日リズムを反映している。各細胞の概日リズムの振幅が等しい場合、細胞全体の平

均概日リズムの振幅は細胞間の同期率によって決まり、細胞間の同期率が高いほど細胞全

体の平均概日リズムの振幅は高くなる。複数の周期の異なる細胞概日リズムが存在する場

合、恒常条件では細胞全体の平均概日リズムの振幅は各細胞の概日リズムの位相の不揃い

による脱同期によって低下する。恒常条件下で、概日リズムの振幅が等しい細胞によって

構成される細胞集団の細胞全体の平均概日リズムの高い振幅が維持されるためには、細胞

概日リズムの細胞間の周期のばらつきを小さくする、もしくは細胞概日リズムの位相を細

胞間で揃える作用がはたらく必要がある。 

細胞密度による概日リズムの振幅の維持が、細胞間の概日リズムの位相の同期に

よって生じるかどうかを調べた。まず、細胞集団レベルで概日リズムに対する細胞密度の

影響を調べるために、第 1 章でも使用した多検体の発光を検出することができるプレート

発光測定装置を用いて発光概日リズムを測定した（図 6）。CCA1::LUC レポーターを保持

する発光細胞（1  104 cell/4 ml）と非発光細胞（レポーターが形質転換されていない細胞）

を異なる非発光細胞密度比で共培養した［発光細胞：非発光細胞、1：4、1：20、1：40

（最終的な細胞密度：5  104 cell/4 ml、2  105 cell/4 ml、4  105 cell/4 ml）］（図 31）。第

1 章で示したように、恒明条件下の細胞集団の発光概日リズムは、高い細胞密度ほどより

高い振幅を示した。 

次に非発光細胞の時刻情報が発光細胞の概日リズムの振幅に影響を与えるかどう

かを調べた。プロトプラスト単離後に明暗に同調した発光細胞（2  104 cell/4 ml）に、そ

れと同じ明暗サイクル（順相）に同調した非発光細胞もしくは順相とは 12 時間ずらした逆

相の明暗サイクルに同調した非発光細胞（4  105 cell/4 ml）を恒明条件下で添加し、共培

養した（図 32）。その結果、順相と逆相に同調させた非発光細胞を添加した細胞集団では、

いずれも同じピーク時刻を示す高振幅の概日リズムが観察された。細胞密度による細胞集

団の高振幅な概日リズムの形成が位相を揃える作用によって生じている場合、逆相の非発

光細胞を多量に添加すると発光細胞の概日リズムの位相が影響を受けるため、細胞集団の

概日リズムの振幅は低下するはずだが、そのような現象は見られず、単離細胞集団の高振

幅な概日リズムが観察された。また、有意な差は見られなかったが、不規則な概日リズム
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を示す時計遺伝子の変異体である elf3 の植物から単離した細胞（非発光細胞）を添加して

も、発光細胞の概日リズムの振幅が増加する傾向にあった（図 33）。このことから、単離

細胞集団は添加された細胞が有する概日リズムの位相情報に関係なく、高細胞密度によっ

て高振幅化することが示された。 
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図 31   液 の細胞密度の 昇による細胞集団レベ の葉由来細胞概日リズムの  の

   

 A 葉由来 非発光     密度  化させ  き 恒明条件 LL  おけ   集

団 発光概日リズム。発光   非発光  は、CCA1::LUC 形質転換植物 野生型植物 

葉  単離す こ  よって 備し 。白い箱 黒い箱は明  暗  示す。各共培養条

件  いて、3 回 実験 代表的な概日リズム 示し 。 B 各  密度 おけ 概日リ

ズム 振 。振 は 96―120    72 点 おけ 生物発光量          ／ 

 値  して定義し 。3 回 実験   ±  誤  して示し 。コントロ   有意

 異な  *  < 0 01、S u  n '   検定 。n  = n     gn f c n 。 
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図 32  相 し   相に同調させた 発光細胞の  による葉由来細胞の発光概日リズ

ムへの影響 

 A 添加す 葉由来 非発光   4  105 c   /4 m   概日リズム 位相  化させ 

 き 恒明条件 LL  おけ   集団 発光概日リズム 2  104 c   /4 m  。発光  

 非発光  は、CCA1::LUC 形質転換植物 野生型植物 葉  単離す こ  よって 

備し 。非発光性  は、矢印で示し    加え 。白い箱 黒い箱は明  暗  示

す。各共培養条件  いて、3 回 実験 代表的な概日リズム 示し 。 B 各  密度

 おけ 概日リズム 振 。振 は 96―120    72 点 おけ 生物発光量     

     ／  値  して定義し 。3 回 実験   ±  誤  して示し 。未処

理 コントロ   有意 異な  *  < 0 01、S u  n '   検定 。 相  相添加   

振  おいて有意な は見 れな っ   ＝0 24 。 
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図 33 e  3   による概日リズムの  への影響 

 A   f3  異体  単離し 葉由来 非発光   3 8  105 c   /4 m   添加し  き

 恒明条件 LL  おけ   集団 発光概日リズム 2  104 c   /4 m  。発光  は

CCA1::LUC形質転換植物 葉  、非発光  は  f3 異体  単離す こ  よって 

備し 。白い箱 黒い箱は明  暗  示す。各共培養条件  いて、3 回 実験 代表

的な概日リズム 示し 。 B 各  密度 おけ 概日リズム 振 。振 は96―120 

  72 点 おけ 生物発光量          ／  値  して定義し 。3回 実

験   ±  誤  して示し 。未処理 コントロ   非発光  添加   振  

おいて有意な は見 れな っ 。 
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高細胞密度培地における細胞概日リズムの安定性と正確性の向上 

高細胞密度による細胞集団の概日リズムの高振幅化がどのように生じるのかは大きな疑問

である。細胞集団による解析ではどのような原因で概日リズムの高振幅化が引き起こされ

ているかを明確にすることは難しいため、個々の細胞の概日リズムを単一細胞レベルで観

測することによって直接的に細胞密度の影響を調べた。第 2 章で述べたように単一細胞の

発光概日リズム解析では高感度 EM-CCD カメラによって各細胞の発光を検出するため、

細胞同士が重なるような高細胞密度では細胞ごとの概日リズムを測定することはできない

（図 17）。各単離細胞の生物発光を分けて観察するために、発光細胞（2  104 cell/4 ml）

と非発光細胞（4  105 cell/4 ml）を含む高細胞密度培養液を調製した。この高細胞密度培

養液を用いることで高細胞密度においても個々の細胞の発光概日リズムを測定することが

できる。標準細胞密度培養液と比較して、高細胞密度培養液の葉由来細胞（概日リズム細

胞）の概日リズムの波形自体がより明瞭になった（図 19A、図 34A）。解析可能細胞に対し

て FFT-NLLS 解析を実行することによって、頑健な概日リズムを示す（RAE ≤ 0.2）細胞

の割合は、標準細胞密度（64％）よりも高細胞密度（79％）の方が高いことが示された

（図 35AB）。高細胞密度によって頑健な概日リズムを示す細胞が増えていたため、測定期

間中において完全な概日リズムが検出されるグループ 0 の細胞の割合が高くなると考えた。

表 4 は、3 種類に分類した細胞の割合を示している。概日リズム細胞の割合（グループ 0）

は、標準細胞密度培養液（32％）よりも高細胞密度培養液（39％）の方が高くなっていた。

測定中に概日リズムが消失したグループ 1 の細胞の割合は、標準細胞密度培養液（28％）

よりも高細胞密度培養液（11％）の方が低かった（図 17、表 4）。高細胞密度によって細

胞概日リズムの持続性が向上し、測定途中で発光が見られなくなる細胞の割合は減ってい

ることから、単離細胞の密度は細胞の概日リズムの持続性に影響を与えることが示された。 

 

 

表    細胞密度  におけるグ  プごとの細胞の 合 

実験 
    ％  

グ  プ 0 グ  プ 1 グ  プ 2 

Exp34 66  47.1  10  7.1  64  45.7  

Exp35 51  42.5  12  10.0  57  47.5  

Exp36 36  27.5  21  16.0  74  56.5  

合計 153  39.1  43  11.0  195  49.9  

実験条件・測定結果の詳細は資料 3 と 4 に記述してある。 
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標準細胞密度に比べて高細胞密度によって頑健な概日リズムを示す細胞の割合は

増え、概日リズムが持続する細胞の割合が増えた。次に細胞概日リズムの周期を概日リズ

ム細胞のピーク間隔の平均によって求めた（用語・略語）。高細胞密度培養液における葉

由来細胞の細胞概日リズムの周期は 23.2±1.9 h であり、標準細胞密度培養液における葉由

来細胞の細胞概日リズムの周期（23.0±2.2 h）との違いは見られなかった（図 19C：葉由

来細胞、図 34B）。興味深いことに、細胞概日リズムのサイクル間のばらつき度合いを表す

CV は、標準細胞密度培養液（0.17）よりも高細胞密度培養液の方が低かった（0.13）（図 

34C）。つまり、高細胞密度において各細胞の概日リズムの周期を変えることなく、サイク

ル間の安定性が向上していた。高細胞密度による細胞集団の概日リズムの高振幅化は、

個々の細胞の概日リズムの安定化によって細胞間の位相のばらつきが小さくなることが原

因の一つであることが示された。 

第 2 章で明暗サイクル下における葉由来細胞の概日リズムの同期率（細胞間の明

暗に対する正確性）の低さは、概日リズムの不安定性（サイクル間のばらつきが大きいこ

と）が原因であると考えられた（図 19D、図 29C）。高細胞密度によって葉由来細胞の概

日リズムが安定化したため、高細胞密度における葉由来細胞の明暗サイクルに対する細胞

間の正確性を同期率（用語・略語）で算出し、概日リズムの安定化が明暗に対する細胞間

の正確性への影響を確かめた。その結果、高細胞密度の単離細胞において明暗に対する細

胞間の正確性が向上していることが示された（図 36）。明暗サイクルに対する細胞間の正

確性は概日リズムのサイクル間のばらつきが原因であることが示され、葉由来細胞におい

ては細胞密度が概日リズムの安定性を調節することが明らかになった。 
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図 3   細胞密度  による葉由来細胞の概日リズムリズムの 定化 

2 回 明暗サイ    調させ CCA1::LUC形質転換シロイヌナズナ 野生型植物 葉 

 プロトプラ ト 単離し 。発光   2  104 c   /4 m   非発光   4  105 c   /4 

m    備し 。 A 個々 発光概日リズム 153 個 葉由来    それ      

 発光量 黒線 。9 点分 移   処理し 発光リズム 示す。白い箱は明 、黒い箱は

暗  示す。 B    頻度分布。 C            CV  頻度分布。 
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図 3  発光変動から算出された   値と   P値の  ごとの 較 

    密度培養 A 、   密度培養 B 、馴化培地 C  おけ 葉部由来    

個々    発光      され FR  RAE 値。FR  RAEは FFT- LLS解析 
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図 36   サイク に する 細胞密度   の葉由来細胞における同期率の   

 A 明暗サイ  下で    密度培養 おけ 発光概日リズム 203 個 葉由来 

     発光量 黒線 。3 点分 移   処理し 発光リズム 示す。    示す 

   グラフ上部 示し 。白い箱 黒いはそれぞれ明  暗  示す。 B     密

度培養 青線     密度培養 紅紫線  おけ 葉由来         1 日  

     図示し 。 
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細胞密度非依存的な細胞概日リズムの周期性 

高細胞密度培養液における単離細胞の発光概日リズムのサイクル間の安定性が向上した一

方、概日リズムの周期には影響が見られなかった（図 19CD：葉由来細胞、図 34BC）。次

にこの現象が 22℃以外の温度においても観察されるかどうかを確かめた。第 2 章において、

標準細胞密度培養液における葉由来細胞（解析可能細胞）のピーク間隔を算出している

（図 21CD、表 3）。第 2 章で述べたように温度によって分類されるグループの細胞の割合

が変化するため（図 25）、高細胞密度においても解析可能細胞を用いた。高細胞密度培養

液における葉由来細胞のピーク間隔を温度ごとに算出した（図 37）。図 37 の破線は図 21C

のデータを示している。標準細胞密度培養液の葉由来細胞の周期（ピーク間隔の平均）に

比べて、27℃において高細胞密度培養液の解析可能細胞の周期（ピーク間隔の平均）が短

くなったものの、27℃、22℃、17℃において、高細胞密度培養液と標準細胞密度培養液で

の概日リズムの周期に大きな違いは見られなかった（図 37）。ピーク間隔の中央値におい

ても同様に違いは見られなかった（表 5）。高細胞密度培養におけるサイクル間の安定性の

向上は、温度条件に依存するように見えた。概日リズム細胞のサイクル間の安定性はピー

ク間隔のばらつきを示す CV 値を用いていた。解析可能細胞では細胞ごとのサイクル間の

ばらつきを評価することはできないので、全ピーク間隔のばらつきを調べることにした。

MAD（中央絶対偏差）によって全ピーク間隔のばらつきを評価した（表 5）。標準細胞密

度培養液に比べて 27℃と 22℃ではピーク間隔の MAD が高細胞密度培養液で小さくなっ

た。17℃ではピーク間隔の MAD に変化はなく、12℃においては MAD の値が大きくなっ

ていた。（表 5）。各温度で細胞概日リズムの周期の平均値や中央値は細胞密度の影響をほ

とんど受けていなかったため、高細胞密度は細胞概日リズムの周期の長さに影響を与えな

いことが確かめられた。一方で高細胞密度による概日リズムの安定化は温度に依存してい

た。概日リズムの安定化を引き起こす物質の分泌が温度に依存していることが原因かもし

れない。 
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表   各温度における標準細胞密度  と 細胞密度  した細胞概日リズムの  ク間

 の 央値 

培養条件 
      中央値 ± MAD    

27℃ 22℃ 17℃ 12℃ 

    密度 23 00 ± 2 47 23 33 ± 4 94 26 00 ± 3 46 26 67 ± 8 40 

   密度 22 00 ± 1 98 23 33 ± 2 97 26 33 ± 3 46 27 67 ± 10 39 

算出には、解析可能細胞のデータを使用した。 

ピーク間隔のデータは各温度の複数実験の合計を示している。 

標準細胞密度：Exp17―19（27℃）、Exp1―3（22℃）、Exp6―8（17℃）、Exp11―13

（12℃）。高細胞密度：Exp43―44（27℃）、Exp34―36（22℃）、Exp39―40（17℃）、

Exp41―42（12℃）。詳細は資料 1―4 に記述してある。 
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図 37  細胞密度  における温度ごとの葉由来細胞の  ク間 の 度分布 

CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ 葉 根  プロトプラ ト 単離し、27℃、

22℃、17℃、12℃ いずれ  恒暗条件    移し、発光   測定し 。発光  

 2  104 c   /4 m   非発光   4  105 c   /4 m    備し 。   密度培養し 

葉由来   各温度 おけ       度 分布多角形で図示し  27℃：赤、22℃：

黄、17℃：緑、12℃：紫 。各図 破線は、    密度培養で    頻度分布 表す

 図 25C  照 。    密度培養    密度培養では、27℃ 条件で み有意な が

見 れ  Brunn r-Munz  検定、  < 0 01 。 
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馴化培地における細胞概日リズムの安定性の向上 

順相・逆相に同調させた細胞の添加実験や高細胞密度培養液における単離細胞の発光概日

リズム測定の結果から、高細胞密度による細胞の概日リズムの安定化は、位相情報を含ま

ない複合的な影響であると考えられるが、そのメカニズムは想定できていない。細胞密度

による概日リズムへの影響の作用機序を考察するために馴化培地（Conditioned medium）

を使用した。馴化培地を使用することによって、単離細胞同士の接触が原因なのかどうか

を確かめることができると考えた。馴化培地は、高細胞密度で 1 週間、葉由来細胞の概日

リズムを測定した培養液から細胞を取り除くことで調整した。馴化培地によって単離細胞

の概日リズムが安定化する場合、分泌物質による作用機序が推定できる。馴化培地に標準

細胞密度に調整した葉由来細胞を加え、恒暗条件下で発光概日リズムを測定した（図 38）。

初めに頑健な細胞の割合を FFT-NLLS 解析によって調べた。頑健なリズムを示す細胞

（RAE ≤ 0.2）の割合は、標準細胞密度培養液（64％）よりも馴化培地（87％）の方が高

かった（図 35AC）。 

馴化培地における概日リズム細胞の概日リズムの周期を算出すると、馴化培地に

おける細胞の概日リズムの周期は 23.3±2.3 時間となり、標準条件や高細胞密度条件の単

離細胞との周期の違いは見られなかった（図 19C 、図 34B、図 38B）。標準密度培養に比

べて高細胞密度培養における葉由来細胞の概日リズムのピーク間隔のばらつきは小さくな

っていたため（図 19D、図 34C）、馴化培地においても概日リズムの安定性が向上してい

るかどうかを確かめた。標準細胞密度の馴化培地の葉由来細胞は、高細胞密度培養と同様

に、低い CV 値（0.12）を示し、概日リズムの安定性が向上していた（図 34C、図 38C）。

これらのことから、高細胞密度によってもたらされる効果は、単離された細胞によって分

泌される物質が関連していると考えられる。一方で、高細胞密度培養液において馴化培地

では見られない細胞概日リズムへの影響も示された。高細胞密度下においては概日リズム

のサイクルごとの安定性の向上に加えて、振幅が有意に増加していた（図 39）。馴化培地

においても振幅が増加する傾向にあったものの有意な差は見られなかった。振幅の時系列

ごとの変遷を調べると、標準細胞密度培養液では、振幅は徐々に減少し、高細胞密度培養

液ではわずかに増加し、馴化培地では一定のままであった。 

高細胞密度による概日リズムのサイクル間の安定化は分泌物質によって引き起こ

され、概日リズムの振幅の増加は細胞間の直接の接触もしくは高濃度の分泌物質によって

引き起こされていた。高細胞密度は概日リズムの位相の相互同期ではなく、概日リズムの
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安定化による細胞間の位相の同期と振幅の増加によって、細胞全体としてコヒーレントな

リズム（複数の概日振動子の位相や振幅が揃っているリズム）を誘導していた。 
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図 38  化  による標準細胞密度の葉由来細胞の概日リズムの 定化 

2 回 明暗サイ    調させ CCA1::LUC形質転換シロイヌナズナ  プロトプラ ト

 単離し 。発光   2  104 c   /4 m   葉由来   1週 培養して調整し 馴化培

地 移し 。 A 個々 発光概日リズム 109 個 葉由来    それ       発

光量 黒線 。9 点分 移   処理し 発光リズム 示す。白い箱は明 、黒い箱は暗 

 示す。 B    頻度分布。 C            CV  頻度分布。 
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図 3  葉由来細胞の概日リズムの  の時系列変化 

  概日リズム 振 は、24    72 点分  おけ 生物発光量          

／  値  して定義し 。    密度培養 A：80 葉由来    、   密度培養

 B：153 葉由来    、馴化培地 おけ     密度培養 C：109 葉由来    

   概日リズム 解析し 。各グラフ おいて、赤線は中央値、破線は 25% 第一四分

位   75% 第三四分位   表す。 D 振  傾向 示す回帰   箱ひげ図。各

培養条件で定常的な 系列 傾向 示さない 系列  示し   は 5％以下で っ 

 Augm n    D c  y-Fu   r 検定、  < 0 01 。 E 12      各   振  箱ひげ

図で示し 。各図では中央線が中央値、上下 縁が第一 三四分位  25％ 75％ 、ひ

げが最小値 最大値 示してい 。統計的な は箱 上 文字で示し   n -  y 

A  VA             c Tu  y-Kr m r 検定、  < 0 001 。 
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考察 

第 3 章では、細胞密度による効果を単一細胞の挙動として検出することに成功した。植物

の単離細胞において、高細胞密度による概日リズムの安定化は、時刻情報に非依存の分泌

物質によって部分的に生じていることが明らかとなった。 

先行研究においてプロトプラストの細胞密度が単離細胞集団の概日リズムの振幅

に影響を及ぼすことが知られている（Takahashi et al., 2015）。茎頂から単離したプロトプ

ラストの細胞溶液を薄めると単離細胞集団の概日リズムが減衰したことから、細胞間コミ

ュニケーションの減少がプロトプラストの概日リズムの脱同期を引き起こしたと報告して

いる。しかし、細胞レベルの解析結果から低細胞密度が概日リズムの脱同期を引き起こす

と解釈するよりは、概日リズムが持続する細胞の減少と各細胞概日リズムの振幅の低下に

よって引き起こされていると解釈するべきである（図 25、表 4、図 39）。低細胞密度によ

る概日リズムの不安定化（サイクル間の大きいばらつき）は、細胞間の概日時計の時刻を

不揃いにするが、細胞の概日リズムの周期には影響しないため、同期率の急激な低下は生

じない（振幅は大きく低下しない）（図 19CD：葉由来細胞、図 34）。そのため、概日リズ

ムの不安定化による細胞集団の概日リズムの振幅の低下を説明することは難しい。しかし、

先行研究では茎頂のプロトプラストを用いていたため、組織によって細胞密度の効果が異

なる可能性は残っている。 

プロトプラストから植物体に再生させる際にも細胞密度が重要であることは以前

から議論されている。タバコの葉から単離した葉肉細胞のプロトプラストを植物に戻す際

に細胞分裂やコロニー化に高細胞密度が必要であることが報告されている（Nagata and 

Takebe, 1971）。また、タバコ以外の植物においても細胞密度が重要であり、細胞壁の再合

成、成長や細胞分裂に必須な物質を生産していると考えられているが、物質は未だに特定

されていない（Kao and Michayluk, 1975; Davey et al., 2005）。動物においても細胞密度が

概日リズムの振幅に関与している。概日発現発光レポーターを形質転換した線維芽細胞を

用いて、細胞密度と概日リズムの関連性を調べると細胞密度が高いほど頑健な概日リズム

が生じた（本研究での RAE と同様の指標を使用）。さらに、概日リズムの周期が異なる時

計遺伝子変異体を加えても概日リズムの位相には影響を与えず、また馴化培地においても

頑健な概日リズムが生じたことから、物質は特定されていないが分泌物質が線維芽細胞の

時計遺伝子の頑健な概日リズムに必須であることが示された（Noguchi et al., 2013）。動物

や植物にかかわらず、細胞の安定化が頑健な概日リズムを形成することに重要であると考

えられる。概日リズムの安定化には細胞内の分子数の攪乱など概日時計内部のノイズが関

与していると考えられているため（Gonze et al., 2002; Zhang and Gonze, 2021）、高細胞密

度による影響は細胞の安定化を促進することによって概日時計（細胞）内部の攪乱を抑え

ているのかもしれない。この内部の攪乱については最終章でも記述した。 

 高細胞密度の効果によって、葉由来細胞の概日リズムの振幅が増加することが示
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された（図 39）。時間生物学的な観点から見ると、細胞密度の影響によって時間を経るご

とに振幅が増加していくことはかなり不思議な現象である。多細胞集団において、概日リ

ズムの振幅が増加した場合は、各細胞概日リズムの振幅は変化せずに各細胞概日リズムの

位相が揃う同期現象もしくは、各細胞概日リズムのある種の共鳴現象によって生じる各細

胞概日リズムの振幅の増加が原因であると考えられる（Schmal et al., 2018）。単離細胞を

用いた概日リズムの振幅の増加は、他細胞からの位相情報によって生じているとは考えに

くい。前述のように高細胞密度は細胞の安定化を誘導している可能性がある。細胞の状態

が良くなると概日リズムの振幅が増加する原理は不明だが、細胞の形態が変化することに

よって相対的に発光量が増加していることに原因があるかもしれない。 

 植物において細胞密度の高い場所は、分裂組織であると思われる。分裂組織であ

る茎頂や根端では概日リズムの振幅が高いことが報告されている（Takahashi et al., 2015; 

Gould et al., 2018; Greenwood et al., 2019）。人工的な状況ではあるが、単離細胞において

も細胞密度を上げると振幅が高くなることから、時刻情報を含まない細胞間コミュニケー

ションが分裂組織における高振幅な概日リズムに関与しているかもしれない。 
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材料と方法 

植物と生育条件 

実験には第 1 章と同様に CCA1::LUC 形質転換シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）と

野生型 Arabidopsis Columbia（Col-0）エコタイプに加えて、elf3-1 変異体（Hicks et al., 

1996）を使用した。シロイヌナズナの培養は第 1 章と同様の方法で実施した。 

 

プ  プラス 単離と   

第 1 章と第 2 章と同様の方法でシロイヌナズナからプロトプラストを単離した。 

 

単 細胞の生物発光測定 

第 2 章と同様の方法で単一細胞の生物発光を測定した。 

 

発光概日リズムによる細胞の分類 

第 2 章と同様の方法で発光情報から細胞を分類した。 

 

時系列解析 

第 2 章と同様の方法で発光変動の時系列（タイムラプス）データを解析した。 

 

同期率の計算 

第 2 章と同様の方法で同期率を算出した。 

 

生物発光測定装置による発光概日リズムの測定 

第 1 章と同様の方法で、ディッシュ内の細胞集団の発光概日リズムを測定した。 

 

 化  の調  

馴化培地は、高細胞密度で葉由来細胞を 1 週間培養した培地から回収した培養液を使用し

た。シロイヌナズナの葉から単離した細胞を W5+FBS 培地に移し、22℃の恒暗条件の高細



90 

胞密度下（CCA1::LUC 形質転換体から単離した細胞：2  104 cell/4 ml、形質転換されて

いない植物体から単離した細胞：4  105 cell/4 ml）で発光変動を測定した。培養液を 22℃、

1000g で 3 分間遠心分離し、上清を 0.2 µm のセルロースフィルターでろ過した。得られ

たろ液を馴化培地として使用した。 
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資料 3 

第 3 章の実験条件のまとめ 

実験    種類 光条件 温度 ℃    密度 cell/4 ml  Medium 

Exp34 葉由来   DD 22 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp35 葉由来   DD 22 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp36 葉由来   DD 22 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp37 葉由来   LD 22 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp38 葉由来   LD 22 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp39 葉由来   DD 17 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp40 葉由来   DD 17 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp41 葉由来   DD 12 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp42 葉由来   DD 12 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp43 葉由来   DD 27 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp44 葉由来   DD 27 2  104 [+4  105] W5+FBS 

Exp45 葉由来   DD 22 2  104 馴化培地 Conditioned medium  

Exp46 葉由来   DD 22 2  104 馴化培地 Conditioned medium  
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資料 4 

第 3 章の実験ごとの解析データのまとめ 

実験 
    

種類 

    ％          ± SD 

概日リズム

   
不完全リズム   

概日リズム 

  
不完全リズム   

グ  プ 0 グ  プ 1 グ  プ 2 グ  プ 0 グ  プ 1 グ  プ 2 

Ex 34 葉由来 
66 

 47 1  

10 

 7 1  

64 

 45 7  
23 1 ± 3 7 29 4 ± 10 5 23 0 ± 5 1 

Ex 35 葉由来 
51 

 42 5  

12 

 10 0  

57 

 47 5  
22 8 ± 4 2 27 3 ± 11 6 23 6 ± 5 6 

Ex 36 葉由来 
36 

 27 5  

21 

 16 0  

74 

 56 5  
23 0 ± 4 3 28 8 ± 14 5 25 2 ± 10 5 

Ex 37 葉由来 
117 

 70 5  

0 

 0 0  

49 

 29 5  
   

Ex 38 葉由来 
91 

 52 0  

2 

 1 1  

82 

 46 9  
   

Ex 39 葉由来 
76 

 49 4  

15 

 9 7  

63 

 40 9  
24 9 ± 5 2 30 3 ± 8 0 25 3 ± 5 7 

Ex 40 葉由来 
40 

 39 6  

7 

 6 9  

54 

 53 5  
24 6 ± 5 4 29 0 ± 7 5 24 9 ± 6 4 

Ex 41 葉由来 
13 

 16 3  

28 

 35 0  

39 

 48 8  
24 5 ± 6 1 35 7 ± 17 2 27 8 ± 12 6 

Ex 42 葉由来 
36 

 12 9  

86 

 30 9  

156 

 56 1  
25 4 ± 5 8 32 5 ± 14 3 30 5 ± 12 4 

Ex 43 葉由来 
53 

 55 8  

10 

 10 5  

32 

 33 7  
22 7 ± 2 1 23 6 ± 4 6 23 5 ± 2 7 

Ex 44 葉由来 
157 

 80 1  

5 

 2 6  

34 

 17 3  
21 8 ± 2 1 22 4 ± 2 6 22 8 ± 2 4 

Ex 45 葉由来 
60 

 60 0  

6 

 6 0  

34 

 34 0  
23 3 ± 4 2 28 1 ± 9 2 24 1 ± 3 7 

Ex 46 葉由来 
49 

 62 0  

12 

 15 2  

18 

 22 8  
22 6 ± 4 3 26 0 ± 10 8 22 9 ± 3 9 
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 終章 

  の細胞の性質から植物  へ 

本研究では、単離された細胞の発光概日リズムを単一細胞レベルで解析することによって、

植物の細胞時計の特徴を明確に示した。しかし、単離細胞を観察するために人工的な条件

での細胞時計を調べているため、植物の組織や器官における細胞時計と単離細胞の概日時

計との直接的な比較はできていない。最終章では、葉と根由来の単離細胞で見られた器官

特異的な振る舞いを数理モデルによる先行研究にもとづいて、植物の地上部と地下部とい

った局所的な環境に対する細胞時計の適応機構について考察する。 

まず初めに、葉と根の概日リズムに対する入力刺激に対して、概日リズムの振幅

の観点から考察する。植物の根の概日リズムは 0.15 µmol m-2 s-1 の光に対して応答すること

ができることが報告されている（Bordage et al., 2016）。また予備的な結果ではあるが、切

り取った葉と根の概日リズムを 48 時間の暗期処理によって時差ボケを引き起こした後に、

何サイクルで明暗サイクルに同調できるかを調べたところ、根の方がより弱い光量で同調

することがわかっている。概日時計への入力では、葉よりも根の方が応答感度は良いと思

われる。植物において、光刺激は光受容体もしくは葉緑体の光合成による代謝産物を介し

て概日時計に入力される（Webb et al., 2019）。そのため、光刺激に対する概日リズムの応

答性は、光受容体、葉緑体、概日時計によって決定づけられる。光受容体の発現量や色素

体の状態は組織や器官ごとに異なっているため（Knudsen et al., 2018; van Gelderen et al., 

2018）、それらの違いが葉と根の概日リズムの入力の違いになっている可能性がある。葉

と根由来の単離細胞の概日リズムを恒暗条件下で調べたところ、葉由来細胞の概日リズム

の振幅は維持され、根由来細胞の概日リズムの振幅は減少する傾向にあった（図 19AB、

図 20）。概日時計の数理モデルの一つであるリミットサイクルモデルでは、概日リズムの

振幅はリミットサイクルの直径を指す（図 40）。そのため、概日リズムの振幅が小さくな

るとリミットサイクルの直径も小さくなる。根の概日リズムは減衰振動であるため、根の

概日リズムは直径が時間を経るごとに小さくなるリミットサイクルであると言える。簡潔

に考察するために根由来細胞の概日リズムを直径の小さいリミットサイクルとする。直径

の異なる 2 つのリミットサイクルに対して、同等の位相応答を引き起こす刺激を与えると、

直径の小さいリミットサイクルの方がより大きな位相応答を引き起こす（Johnson et al., 

2003）（図 40）。概日リズムの振幅が減少すると、図 40 の赤矢印で表わしているように光

刺激の相対的な影響が強くなり、同じ強度の光刺激に対する位相応答の感度が高くなる

（位相シフトが大きくなる）。概日リズムの振幅の観点から、葉の概日時計に比べて根の

概日時計の方が光に応答しやすいと考えられる。光の刺激が地上部よりも少ない根の細胞

時計は、概日時計のシステムとして刺激に対する応答性を上げているのかもしれない。 
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次に、概日時計における内的ノイズと外的ノイズのトレードオフを示した数理モ

デル研究をもとに、細胞密度の効果と細胞時計の適応機構について考察する。様々な生物

が有する概日リズムは、温度や細胞分裂サイクルなどの外部や内部の攪乱に頑健であると

思われている。単細胞生物であるシアノバクテリアの概日時計は細胞内の生化学的なネッ

トワークによって内的なノイズ（攪乱）に抵抗していると考えられている（Barkai and 

Leibler, 2000; Mihalcescu et al., 2004; Amdaoud et al., 2007）。多細胞生物においては、細胞

内の生化学的なネットワークに加えて、細胞間の相互作用によっても概日時計はノイズに

抵抗していると思われる（Liu et al., 1997; Yamaguchi et al., 2003）。数理モデル研究におい

て、ノイズを時計因子の分子数のゆらぎとして定義し、ノイズと概日リズムの安定性をシ

ミュレーションすると、ノイズが大きい（時計因子の分子数が少ない）ほど概日リズムは

不安定になり、サイクル間のばらつきが大きくなった（Gonze et al., 2002; Zhang and 

Gonze, 2021）（図 41）。また、明暗への応答も不正確になった。第 2 章と第 3 章で示した

ように、シロイヌナズナ葉から単離された細胞は、標準条件では概日リズムのサイクル間

のばらつきが大きくなり不安定であったが、高細胞密度にするとサイクル間のばらつきは

小さくなり安定になった（図 19D、図 34C）。明暗サイクルに対する細胞間の正確性も高

細胞密度によって向上した（図 36B）。一方で、概日リズムの周期自体は細胞密度の効果を

受けにくかったため、概日リズムを生み出す固有振動数が同じにもかかわらず、出力とし

て観測されるリズムが揺らいでいると考えられる（高細胞密度：23.2±1.9 h、標準細胞密

度：23.0±2.2 h）。そのため、細胞密度は内的ノイズを抑制することによって、概日リズ

ムの安定性を上げている可能性がある。 

 

概日リズム リ   サイク 

アイ ク  （ 位相 ）
   （葉由来細胞）

   （根由来細胞）

大き   （葉由来細胞）

 さ   （根由来細胞）

同 の刺激

刺激を けた位相

位相    の位相

図    リ   サイク の  と位相    

 振  低振 な概日リズムはそれぞれ、大きい 小さい直径 リミットサイ   して

見なす。直径 異な リミットサイ    じ位相 、 等 刺激 赤矢印  与え  

直径 大きいリミットサイ   比べて直径 小さいリミットサイ   方がより大きな

位相シフト 示す。 
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 植物の概日時計は、構成因子の分子数のゆらぎによる内的ノイズだけでなく、気

象の変化等に伴う外的ノイズの影響も受ける（Gonze et al., 2002; Troein et al., 2009; 

Pittayakanchit et al., 2018; Cortijo et al., 2019）。植物が生育する環境では、植物の地上部の

方が地下部よりも物理的な環境要因による変動が大きい。第 2 章で示したように、シロイ

ヌナズナの根から単離した細胞では標準条件であっても明暗に対する高い正確性を示した。

第 2 章と第 3 章で示したように、葉由来の単離細胞では標準条件で明暗に対する低い正確

性が見られた一方、高細胞密度培養において明暗サイクルに対する高い正確性を示した。

数理モデルによる先行研究において、明暗サイクル下の概日リズムの正確性は、内的ノイ

ズと外的ノイズのトレードオフになっており、概日時計の構造がどちらのノイズに対する

抵抗性を上げるかを決定づけるという報告がある（Pittayakanchit et al., 2018）（図 42）。

つまり、明暗サイクル下において内的ノイズに影響を受けやすい（抵抗性が低い）概日時

計は外的ノイズによる攪乱に強く、逆に、外的ノイズの影響を受けやすい概日時計は内的

ノイズの攪乱に強いというトレードオフが示されている。この数理モデルによる先行研究

 的 イズ

 の    

 
の
タ
 
 
ク
質

    

 の    

 
の
タ
 
 
ク
質

 han  an  Gon e（2 21）を  に  

 

 の イズを
大き すると

不 定な概日リズム 定な概日リズム

植物の概日時計の     ク デ 

 

 

  

 

 

  

  

 

  

  

  

 

  

  

  

 

 

  

 

 

  

  

            

  

 

  

  

 

  

  

  

 

 

  

  

 

 

  

  

  

            

標準細胞密度
（ラ  ムに 細胞）

 細胞密度
（ラ  ムに 細胞）

時間（h） 時間（h）

発
光
 

  
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  
 
  
 

 

図  1  的 イズによる概日リズムの不 定化 

 A, B Z  ng  n  G nz  2021     作成し 植物 概日 計 ネットワ   A 

  計因子 A  確 的軌道 アトラ タ   B 。 A    し 論文では光 入力刺激

も含まれてい 。四角で まれ A―D は 計因子 表してい 。 B 横軸  計因子 A

 mR A 量、縦軸  計因子 A  タン  質量 して 24    発現量 プロットす  

図 ような軌道が生じ 。   し 論文では明暗下 概日振   計因子 A  ノイズ 

大きくす  不安定な概日振  な こ  複  微分方程式 よって  してい 。

 C 恒暗条件下 葉由来   概日リズム ランダム 5   取り し、波形 示してい

 。 
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に当てはめると、葉由来の単離細胞の概日時計は内的ノイズに脆弱な概日システムである

が、細胞密度の効果が内的ノイズを減らすと考えると、標準細胞密度条件で低かった明暗

サイクルに対する正確性が高細胞密度によって向上する実験結果と一致する。気象の変化

等を仮定する外的ノイズを実験的に確かめることは難しいが、この数理モデルにおいては、

葉由来の単離細胞の概日時計は、内的ノイズに対する抵抗性が低く、外的ノイズに対する

抵抗性が高い概日時計としてみなされる。根由来の単離細胞の概日時計では、葉由来の単

離細胞に比べて細胞密度が低い状態において明暗サイクルでの高い正確性を示したため、

比較的に内的ノイズに強く、外的ノイズに弱い概日時計であると考えられる。地下部に比

べて、地上部の概日時計の方が外的ノイズの影響を受けると考えられるため、植物の組

織・器官固有の細胞時計のシステムは、局所的な環境に適したものになっていると推測さ

れる（図 43）。 

 

 

   （葉由来細胞）： 的 イズに し   性   

   （根由来細胞）： 的 イズに し   性   

A B

 的 イズ

 的 イズ

  プ な 動 デ 

Pitta a an hit et a  （2 18）を  に  

図  2  的 イズと 的 イズの レ ドオ  

     y   nc           2018     作成し 。明暗サイ   対す 概日リズム 正確

性は内的ノイズ 外的ノイズ トレ ドオフ なってい 。振   い概日 計は、内的

ノイズ 対す 抵抗性が低く、外的ノイズ 対す 抵抗性が い。振  低い概日 計

は、外的ノイズ 対す 抵抗性が低く、内的ノイズ 対す 抵抗性が い。こ  理モデ

  おいて概日振 はシンプ な 2 種類  計因子 ネットワ   より形成されてい

 。内的ノイズは 計因子 分子  ゆ ぎで り、外的ノイズは天候 想定して、光

 明   刺激   させてい 。 
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細胞時計

時計 子

時計 子

 的 イズ
時計 子の分子 の

 ら 

 的 イズ

 的 イズ
時計 子の分子 の

 ら 

図  3   の異なる細胞時計に する イズの影響 

葉 根由来   概日 計シ テムはノイズ 対す 抵抗性が異な   測され 。

     y   nc           2018  おいて明暗サイ   対す 概日リズム 正確性は内的ノ

イズ 外的ノイズ トレ ドオフ なってい こ が報告されてい 。葉由来   概日

 計は「振   い概日 計」 みなされ、内的ノイズ 対す 抵抗性が低く、外的ノイ

ズ 対す 抵抗性が い  え れ 。根由来   概日 計は「振  低い概日 計」

 みなされ、外的ノイズ 対す 抵抗性が低く、内的ノイズ 対す 抵抗性が い  え

 れ 。地上部   では 計因子 分子  揺 ぎ 内的ノイズ  対す 抵抗性 弱

く、気象  化 外的ノイズ  対す 抵抗性が強い可能性が  。一方、地下部   

では内的ノイズ 対す 抵抗性 強く、外的ノイズ 対す 抵抗性が弱い可能性が  。

地上部では   密度で見 れ よう 内的ノイズ 影響 抑えてい  もしれない。地

下部では外的ノイズ 影響 受け くい め、地上部 地下部    計 シ テムは、

局所的な環境 植物が適応す  め 効果的 もしれない。 



98 

結論と展望 

植物の概日時計は、細胞時計を単純に集めた秩序のない烏合の衆ではなく、植物個体とし

て統制の取れた細胞時計の集合体であると考えられる。個々の細胞において組織特異的な

概日リズムが観察されているが、細胞自体が周りの細胞や組織から時間情報などの影響を

受けるため、細胞が本来持つ概日時計の特徴を明確に示すことはできていなかった。本研

究では、プロトプラストとして細胞を物理的に単離し、単一細胞レベルで単離細胞の発光

概日リズムを調べることによって、シロイヌナズナの葉と根の細胞が有する本来の細胞時

計の特徴を明らかにした。単離細胞という人工的な条件ではあるが、個々の単離細胞の概

日リズムが三大性質（自由継続性、温度補償性、同調性）を満たすことを明確に示した。

単離細胞は各細胞自身が光に応答し、時刻を調節する能力を有していた。これは植物の組

織内で見られていた概日時計の高い独立性が、細胞自身の性質に起因することの裏付けと

なる結果であった。葉と根由来の細胞で周期の温度補償性が示された一方で、堅牢度に葉

と根の細胞で差が見られた。予備的な結果ではあるが切り取った葉と根においても温度補

償性の堅牢度が異なることがわかっており、器官における概日時計の性質が細胞時計の性

質にもとづいていることを示している。単離したことによって観測された事象として低温

での概日リズムの振幅への影響がある。本研究において単離細胞集団の概日リズムの振幅

は 12℃において著しく減少していた。これは細胞概日リズムのピーク間隔が不安定になる

ことによって生じていた。一方で 12℃での植物体の概日リズムにおいて急激な振幅の低下

は今のところ報告されていない。そのため、細胞間や組織間での時間情報の伝達によって

概日リズムの振幅を低温においても維持している可能性がある。単一細胞を観測すること

によって細胞集団では観測することができない不安定な概日リズムの挙動も観測すること

ができた。加えて高細胞密度によって不安定な葉由来細胞の概日リズムが安定化すること

も示すことができ、時刻情報とは無関係に単離細胞の細胞間ではたらく効果の作用機序の

一つを推定することができた。本研究の成果によって、数々の細胞時計の特徴を明確にす

ることができ、概日時計研究の前提となる細胞の性質に関する基礎的な情報を提供するこ

とができたと確信している。 

単離細胞の発光概日リズム解析によって様々な特徴を捉えることに成功した一方

で、その具体的な分子機構に対する多くの課題が残った。細胞一つ一つの概日リズムを 1

週間程度の長期間にわたって観測することで初めて示すことができるため、遺伝子発現解

析など網羅的な分子実験を行うことが難しいことも要因ではあるが、一番の問題点は測定

の試行回数を増やすことができなかった点にある。本研究の細胞レベルの単離細胞の発光

測定は、液体培地中の細胞を用いている。測定器や細胞が入っているディッシュなどが揺

れた場合、液体培地中の細胞はカメラの視野外に動くことになる。そのため、1 週間要す
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る測定において 1 つのディッシュの単離細胞集団の発光変動しか調べることができない。

今後は測定における単離細胞の固定化が重要になると考えている。 

本研究において高細胞密度によって細胞概日リズムが安定になることを示すこと

はできたが、植物の組織内で見られる概日リズムの位相に関する細胞間の連絡が確認でき

なかった。単離細胞を用いた研究においても、同調物質の添加によって細胞間の連絡を確

かめることができる可能性があるが、組織内における細胞の解析が重要になると考えてい

る。そのため、単離細胞と組織内の細胞の両方を研究対象にすることによって概日時計に

おける時間情報伝達機構を解明することが必要である。 

先行研究や本研究において、組織特異的な概日時計の性質が示されている。しか

し、その性質がどれぐらい植物の環境適応に寄与しているかは不明である。組織特異的な

概日時計にもとづいた植物の生存戦略を明らかにすることで時間生物学や植物学における

意義だけではなく、生物学的な意義のある研究になると期待している。 
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