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要旨 
 

⽣物は 1 ⽇単位で繰り返される周期的な外部環境の変動を予測し、それに対
して適切な⽣理応答を引き起こすことで適応度を上げており、固着⽣活を営む
植物では、より正確で安定した予測が求められている。そのための仕組みとして
概⽇時計が知られており、植物を含めたほとんどの⽣物が何らかの形の概⽇時
計を有していることが明らかとなっている。植物の概⽇時計は転写・翻訳を介し
たフィードバックループ制御によって形成されているが、遺伝⼦間のフィード
バック制御だけでなく、オルガネラ間や組織間といったより⼤きなスケールで
のフィードバックループの存在も報告されている。しかし、器官間のフィードバ
ックループの存在は明らかになっていない。唯⼀、植物個体全体を⽤いた解析か
らショ糖が概⽇リズムの維持に関わっていることが⽰されており、このことか
ら地上部から根への時間情報の伝達にショ糖シグナルが関与するのではないか
と予想されているのみであった。 

そこで本研究では、地上部と根の間で輸送される栄養素（ショ糖とイオン）に
着⽬することで、これらが相互に時間情報を伝達していることを明らかにし、植
物の新たな概⽇リズムの制御様式を明らかにし、その意義についての洞察を得
ることを⽬的とした。 

まず、根のみを対象とした解析を⾏うことで、ショ糖輸送が根の概⽇時計に与
える影響を詳細に解析した。根に輸送されるショ糖量は概⽇時計による制御を
受け、さらに、ショ糖量に応じて PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 7 (PRR7)
を含む複数の時計遺伝⼦の発現量が変動することを明らかにし、地上部の概⽇
時計によって制御されているショ糖の産⽣・輸送が、根の時計遺伝⼦の発現を制
御することを明らかにした。 

時計遺伝⼦のなかでも PRR7 はとくに鋭敏にショ糖に応答したことから、つ
ぎに、根の PRR7 の機能を解析した。根の概⽇時計は陽イオンの吸収や輸送を
制御することが知られており、また、これらの陽イオンの⽋乏は概⽇リズムの周
期や位相を制御することも知られていたことから、根の PRR7 が栄養の取り込
み・輸送を介して地上部に時間情報伝達している可能性を考えた。そこで、接⽊
実験によりこの可能性を検証したところ、根の PRR7 は地上部が⽰す概⽇リズ
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ムの周期⻑の安定性、すなわち概⽇時計の精度に重要であることが⽰された。興
味深いことに、同様の表現型は K+⽋乏条件によっても引き起こされていた。そ
こで、道管液中のイオン濃度を経時的に測定したところ、prr7 変異体や PRR7
の過剰発現体では、野⽣型で⾒られた道管液中の K+濃度の時間変動が失われて
いた。こうしたことから、根の PRR7 が K+輸送を制御することで、地上部にお
ける概⽇リズムの安定化に寄与している可能性が考えられた。 

根から地上部への時間情報伝達の意義についての洞察を得るため、地上部と
根で異なる特性を持つ概⽇時計が時間遅れをもって相互に結合する数理モデル
を構築し、これを⽤いたシミュレーションから、こうした地上部と根の相互結合
はノイズの影響を強く受ける地上部の概⽇リズムの安定化に寄与していること
を⽰した。 

地上部から根への時間情報伝達のみを遮断、あるいは、根から地上部への時間
情報伝達のみを遮断することは技術的に困難であったことから、実際に地上部
と根の間での相互作⽤が植物に存在することを直接は⽰せなかったものの、
DCMU による光合成阻害が K+輸送を阻害し、同時に地上部における概⽇リズ
ムの安定性を低下させること、根の PRR7 はイオンの取り込みに間接的に関わ
っている AHA1 が関与している可能性を⽰すデータが得られていることなどか
ら、植物は糖および K+の輸送を介して地上部と根の間で時間情報を相互に伝達
しており、そこで PRR7 が重要な働きをしていると考えられた。 

こうした結果から、PRR7 と K+輸送を介した根から地上部への新規の時間情
報伝達メカニズムの⼀端を明らかにし、これが概⽇リズムの安定性に寄与して
いることを明らかにした。これらの結果は、概⽇リズムの安定化が器官レベルの
⼤きなスケールで起こっていることを意味しており、概⽇時計の機能を明らか
にしていくうえで、器官や組織の違いを考慮した解析が今後必要であることを
意味している。 

根から地上部へと輸送された K+の蓄積量は葉⾁細胞の柵状組織と海綿状組織
で異なっていることが⽰されていることから、K+がどのように概⽇リズムの安
定性を制御しているかを明らかにするためには、葉⾁細胞を柵状組織と海綿状
組織に分けて解析する必要があった。そこで、すでに報告されている⽅法に改良
を加えた新たな⽅法を確⽴し、今後の解析の道筋をつけた。 
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略号 
AHA1:   AUTOINHIBITED H+-ATPASE 1 
APUM24:   ARABIDOPSIS PUMILIO PROTEIN24 
bZIP63:   BASIC LEUCINE ZIPPER 63 
BRX1-1:   BIOGENESIS OF RIBOSOMES IN XENOPUS1-1 
CML24:   CALMODULIN-LIKE 24 
CCA1:    CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1  
CBF1/DREB1a:  COLD-INDUCIBLE C-REPEAT/DROUGHT-

RESPONSIVEELEMENT-BINDING FACTOR  
Col-0:    Columbia-0  
CEP:    C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE  
cps:   counts per second 
DCMU:   3- (3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea  
DIN6:    DARK INDUCIBLE6 
ELF:    EARLY FLOWERING 
EC:    evening complex  
FIL:    FILAMENTOUS FLOWER 
GI:   GIGANTEA  
IPP2:  ISOPENTENYL PYROPHOSPHATE 

DIMETHYLALLYL PYROPHOSPHATE ISOMERASE 2  
LD:    12時間明期 12時間暗期条件 
LL:   恒明条件 
LHY:    LATE ELONGATED HYPOCOTYL  
LUC:    LUCIFERASE 
LUX:    LUX ARRHYTHMO  
PRR:    PSEUDO-RESPONSE REGULATOR  
PIF:    PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR  
ROS:    reactive oxygen species 
SCN:    suprachiasmatic nucleus 
SEN5:    SENESCENCE‐ASSOCIATED PROTEIN5 
SnRK1:   SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 1  
TOC1:   TIMING OF CAB EXPRESSION1 
ZTL:    ZEITLUPE  
1/2 MS:   1/2 Murashige and Skoog  



 6 

序論 

 
植物の概⽇時計と時計遺伝⼦ 
 約 24時間周期を持つ植物の概⽇時計は、光合成活性や花成時期、栄養素の吸
収・輸送など様々な⽣理応答を制御することで、周期的に変動する外部環境を予
期し、適切に応答することを可能にしている (Dodd et al., 2005; Haydon et al., 
2015)。これまでに⼗数個の遺伝⼦が時計遺伝⼦として報告されており、その多
くは転写因⼦をコードしている。これらの時計遺伝⼦はいずれも 1 ⽇ 1 回の発
現ピークを持っており、それらの複雑な相互制御により複数の転写・翻訳フィー
ドバックループを形成している (Creux and Harmer, 2019; Nakamichi, 2020: 
Sanchez et al., 2020)。こうしたマルチフィードバックループは概⽇リズムの安
定性の向上に寄与していると考えられ、ノイズの⼤きい⾃然環境下で固着⽣活
を営む植物が⽣き抜くために必須の仕組みであると考えられている（図１）。 
朝に発現ピークを⽰す CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1)と

LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY)は類似した機能を持つＭyb 型転写
因⼦であり、ともに⼣⽅に発現ピークを⽰す TIMING OF CAB EXPRESSION1 
(TOC1)の転写を抑制する。⼀⽅で TOC1 も CCA1 や LHYの転写を抑制し、こ
れら遺伝⼦はダブルネガティブフィードバックループを形成している。
CCA1/LHY と TOC1 によって形成されるフィードバックループはシロイヌナ
ズナで最初期に発⾒されたループであると同時に機能的にも特に重要であるこ
とから、中⼼振動体と呼ばれることもある。CCA1 と LHY は、PSEUDO-
RESPONSE REGULATOR (PRR)ファミリーに属する TOC1以外にも PRR5、
PRR7、PRR9の発現抑制に関わっている。PRR5, PRR7, PRR9は PRR ファミ
リータンパク質の中でも特に機能的な冗⻑性が⾼く、花成など⼀部の表現型は
多重変異体にしないと顕著な表現型を⽰さないことが報告されている。さらに、
CCA1 と LHYは⽇没から夜間にかけて発現ピークを持つ EARLY FLOWERING 
4 (ELF4)、LUX ARRHYTHMO (LUX)、GIGANTEA (GI)などの時計遺伝⼦も
標的とすることが知られている。これらの時計遺伝⼦のうち、ELF4と LUXは
ELF3とともに evening complex (EC)複合体を形成し、PRR7 や PRR9、LUX⾃
⾝の発現を抑制している。 
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概⽇時計の制御は転写以外にも、タンパク質レベルや翻訳後修飾レベルでの
制御も報告されている。たとえば、TOC1 タンパク質の蓄積は他の時計遺伝⼦
の発現量やタイミングを制御するため、周期⻑の制御に重要である。E3 ユビキ
チンリガーゼである ZEITLUPE (ZTL)は GIと相互作⽤することで TOC1タン
パク質の分解を促進する。また、ZTL-GIの相互作⽤は PRR5 タンパク質の分解
も促進する。  
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図１：シロイヌナズナの概⽇時計を構成する時計遺伝⼦、その制御関係、および
⼤まかな発現時期 

植物の概⽇時計は中⼼的な振動⼦を構成している CCA1、LHY、TOC1 にく
わえて、PRR ファミリーに属する PRR5、PRR7、PRR9や ECを構成する ELF3、
ELF4、LUXを主要な構成因⼦とした、複雑なフィードバックループを形成する
ことで約 24時間の概⽇リズムを安定的に刻んでいる。図では、上部に時計遺伝
⼦の代表的な制御関係を⽰し（⾚：促進、⻘：抑制）、下部には時計遺伝⼦の発
現ピークがどの時刻に相当するかを⼤まかに⽰した。  
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植物の概⽇時計の相互作⽤ 
 正確な概⽇リズムを刻むためには、前述した⾼度に体系化された細胞内での
フィードバックループだけでなく、より⾼次のフィードバックループも重要で
あることが知られている。たとえば、シグマ因⼦である SIG5は核と葉緑体を結
び、概⽇リズムのオルガネラ間でのフィードバックループに関わっている 
(Noordally et al., 2013)。 

さらに、植物が利⽤できる温度や光、栄養といった環境シグナルの可⽤性は組
織や器官によって⼤きく異なっているため、概⽇リズムの特性は組織や器官ご
とに⼤きく異なっている (Thain et al., 2002; James et al., 2008; Yakir et al., 2011; 
Takahashi et al., 2015; Bordage et al., 2016; Endo, 2016; Gould et al., 2018)。た
とえば、葉全体と⽐べて、孔辺細胞はより⻑周期かつ低振幅の概⽇リズムを⽰す 
(Yakir et al., 2011)。根の中でも、根端部と根中央部の細胞は周期⻑が異なるこ
とが観察されている (Gould et al, 2018)。また組織レベルでは、葉と⽐べて根の
概⽇リズムはより⻑周期かつ低振幅であることが報告されている (Takahashi 
et al., 2015; Gould et al., 2018)。 

こうした細胞・組織・器官ごとに異なる特性を持つ概⽇時計が指し⽰す「時刻」
を共有することは、複数の環境刺激からもたらされる時間情報を統合すること
につながり、個体全体での概⽇リズムの安定性の向上に寄与すると考えられる。
実際、葉や根では細胞間での時間情報伝達が報告されており (Wenden et al., 
2012; Greenwood et al., 2019)、葉⾁組織と維管束組織の間の時間情報伝達も報
告されている (Endo at al., 2014)。さらにより⾼次の器官レベルにおいても、地
上部（茎頂）の概⽇時計が根の概⽇リズムを制御していることが報告されている 
(図２; Takahashi et al., 2015; Chen et al., 2020)。  
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図２：シロイヌナズナにおける時間情報伝達の例 
葉および根の先端部において、時計遺伝⼦のプロモーター活性が細胞間で伝
播し、波のように進⾏していくことが観察されており、細胞間での時間情報伝達
の存在が⽰されている（左パネル）。組織間レベルでも、維管束組織が葉⾁組織
の概⽇時計を制御していることが⽰されている（右上パネル）。さらに、報告さ
れているなかでもっとも⼤きいスケールである器官間での時間情報伝達として、
根の概⽇時計が地上部（茎頂）の概⽇時計と同調することが⽰されている（右下
パネル）。 
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また、特定の条件下では細胞間・組織間での概⽇リズムの同調性が低下する現
象（脱同調）が観察されており、たとえば、恒明条件下で⽣育した根では基部側
から根端側にかけての CCA1 のリズムは同調しておらず、根端から基部側へと
⼀定の間隔で発光リズムのピークを⽰す領域が表れることが観察されている 
(Gould et al., 2018; Greenwood et al., 2019)。さらに、恒明条件では、地上部が
⽰す周期⻑にくらべて、根が⽰す周期⻑の⽅が⻑いことも観察されている 
(Takakahashi et al., 2015; Greenwood et al., 2019; Chen et al., 2020)。 

このように、植物の概⽇時計は細胞内の転写・翻訳を介したフィードバックル
ープだけでなく、細胞・組織・器官間のフィードバックループを通じて、概⽇リ
ズムの安定性を制御していると考えられている。たとえば、光や温度の変動は地
下部よりも地上部で顕著であることから、フィトクロムやクリプトクロム、
PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR (PIF)などからの光シグナルや、
地 上 部 で COLD-INDUCIBLE C-REPEAT/DROUGHT-RESPONSIVE 
ELEMENT-BINDING FACTOR (CBF1/DREB1a)などを介して感知された低温
シグナルは、全⾝に伝達され、時計遺伝⼦の発現やタンパク質の機能を制御して
いると考えられる。 
実際、光合成産物であるショ糖は地上部からの時間情報伝達のシグナル物質

である可能性が指摘されている。植物体全体をサンプルとして⽤いた解析から、
PRR7 および PRR5 の発現は光合成阻害剤である 3- (3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea (DCMU)を地上部に投与することで上昇し、また CCA1 および
LHY の発現は DCMU 投与によって低下する。また、これら時計遺伝⼦の発現
に対する DCMU の効果はショ糖の同時添加によって回復する (Haydon et al., 
2013)。植物体内のエネルギーセンサーとして機能する SNF1-RELATED 
PROTEIN KINASE 1 (SnRK1)が飢餓状態を感知することで活性化が促される
転写因⼦ BASIC LEUCINE ZIPPER 63 (bZIP63)を介して DCMU およびショ糖
は PRR7 の発現を制御している (Frank et al., 2018)。また、飢餓条件において
ショ糖投与は位相応答を起こすことから、ショ糖が概⽇リズムの同調因⼦とし
て機能することも⽰されている。さらに、prr7 変異体を⽤いた実験から、PRR7
はショ糖シグナルを介した周期⻑制御における重要因⼦であることが⽰唆され
ている (Haydon et al., 2013; Frank et al., 2018)。その⼀⽅で、植物体内におけ
るショ糖合成に⼤きく影響する光合成とデンプン分解もまた、概⽇時計による
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制御を受けており、ショ糖は概⽇時計によって制御を受けると同時に概⽇時計
を制御している。 

さらに、分⼦量が⼩さい時計タンパク質 ELF4 ⾃⾝も地上部から根への時間
情報伝達物質であることが明らかにされており、ELF4は地上部の温度情報を根
へと伝え、周期⻑を調節することも⽰されている (Chen et al., 2020)。このよう
に、地上部から根へは時間情報を伝達する物質についての知⾒は蓄積しつつあ
る。 
 
概⽇時計の栄養シグナルへの応答 

⼀⽅で、栄養⽋乏や乾燥ストレスなど、主に地下部で感知されていると考えら
れる環境情報もまた、概⽇リズムの周期⻑や位相、振幅の調節に関わることが個
体レベルでの研究から明らかにされている。しかし、根から地上部への時間情報
伝達物質の実体やその⽣物学的な意義についての研究はなく、実際に地上部と
根の間で器官レベルのフィードバックループが存在するかについても明らかに
されていない。 

地上部と根の間でやり取りされる因⼦として栄養素（イオン）が挙げられ、実
際これら栄養素に関連するシグナルが概⽇リズムに影響を与えうることが報告
されている。たとえば、マグネシウムイオン（Mg2+）の⽋乏は概⽇リズムの⻑周
期化や振幅の減衰を引き起こすことが⽰されており、これは⽣体内のMg2+⽋乏
による転写・翻訳機構の阻害が原因であると考えられている (de Melo et al., 
2021; Rivière et al., 2021)。鉄イオン（Fe2+）の⽋乏は、概⽇リズムの⻑周期化を
引き起こし (Chen et al., 2013; Hong et al., 2013; Salomé et al., 2013)、この効果
は、ショ糖を含む培地でも観察されることから、鉄⽋乏による光合成活性の低下
とは独⽴した反応であると考えられている (Hong et al., 2013; Salomé et al., 
2013)。鉄⽋乏による概⽇リズムの⻑周期化が光依存的な応答であることや、葉
緑体の形成や機能に鉄が重要であることから、この効果には葉緑体からのレト
ログレードシグナルが関与していると考えられている。培地中の銅イオン（Cu2+）
は CCA1 や GI などの時計遺伝⼦の発現量低下を介して概⽇リズムの振幅に影
響を与えることが報告されている (Andrés-Colás et al., 2010; Perea-García et al., 
2016)。 

このように、植物は⽣体内の栄養状態および栄養シグナルを感知することで、
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概⽇時計の機能を調節している可能性が⽰唆されている。さらに、イオンそのも
のがシグナル分⼦として機能し、概⽇時計に作⽤する例も報告されている。無機
態窒素（NO3-, NH4+）や有機態窒素（グルタミン酸）の投与は、概⽇リズムの位
相を調節する(Gutiérrez et al., 2008)。また、細胞質中カルシウムイオン（Ca2+）
濃度の振動は概⽇リズムを調節することが知られており、CALMODULIN-
LIKE 24（CML24）と TOC1 の相互作⽤が⼊⼒系に関与すると⽰唆されている 
(Martí Ruiz et al., 2018)。こうした報告の⼀⽅で、カリウムイオン（K+）が概⽇
時計の機能調節に関わることは報告されていない。しかし、K+は概⽇時計によ
って制御されている⽣理機能を制御することが報告されており、シグナル分⼦
として機能している可能性が⽰唆されている (Rubio et al., 2014; Brauer et al., 
2016; Shabala, 2017)。 
以上のように、植物は栄養素および栄養素の関連するシグナルを感知するこ

とで概⽇時計を調節しており、栄養素を概⽇時計システムの⼀端に組み込んで
いる。これらのイオンが根で吸収され、地上部に輸送されることを考慮すると、
根から地上部の概⽇時計へと送られるシグナル伝達機構にイオンが関与する可
能性が考えられた。 
 

概⽇時計システムにおける、時計間での相互作⽤の意義 
概⽇時計の研究では、概⽇時計の環境変化に対する同調メカニズムや、時計間

での相互作⽤の影響などについて理解する上で、数理モデルによる解析が盛ん
に⾏われてきている。概⽇時計は様々な環境刺激を受けることでそれぞれの時
間情報を調節しているが、これは同時に環境ノイズによる影響も受けることを
意味している。実際、外因性および内因性の確率的なノイズが周期⻑に影響を与
えることが⽰されている (Hastings and Herzog, 2004)。このようなノイズは安
定的な約 24 時間の周期を形成する上で⼤きな障害となることが考えられるた
め、概⽇時計はノイズの⼤きい環境下でもリズムの安定性を維持する機構を備
えていると考えられている。近年の数理モデルを⽤いた解析によって、振動体を
構成する要素間の結合が増加することで、ノイズに対するリズムの安定性が上
昇することが⽰されている (Forger and Peskin, 2005)。また、哺乳動物の概⽇
時計を基としたモデルからは、視交叉上核 (suprachiasmatic nucleus; SCN) の
中枢時計においては細胞間での概⽇時計の結合が摂動に対して安定的なリズム
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形成に重要であることが予想されている。これらの理論的アプローチによる結
果は、多数の概⽇時計同⼠の結合が概⽇時計システム全体の安定性を担保する
上で重要であることを指し⽰している。しかし、これらのモデルは解析の容易さ
や⼀般性を担保するために⽐較的簡潔に記述されており、実際の植物体で観察
されているような恒常条件下における周期⻑や振幅の違いといった概⽇時計の
組織特異性や相互作⽤における情報伝達の時間遅れなどは考慮されていない。 
 
本研究の⽬的 
以上のように、植物の概⽇リズムを安定化するうえで、時間情報の⻑距離シグ

ナル伝達は重要な役割を果たすと考えられるものの、その分⼦実体や⽣物学的
な報告はほとんど存在しない。特に、遺伝⼦間、オルガネラ間、細胞間、組織間
のフィードバックループが⽰されつつあり、また地上部から根への⻑距離シグ
ナル伝達が⽰されている中において、根から地上部への器官間の概⽇時計間に
おける時間情報の伝達は植物体内で最も⼤きなスケールのものであり、重要な
要素であるにも関わらず、先⾏研究は地上部から根へと向かうシグナル伝達の
報告に限られており、地上部と根の概⽇時計の関係について⼗分に理解されて
いるとは⾔い難い。 

そこで本研究では、ショ糖及びイオンの輸送に着⽬した解析、およびより実態
に即した数理モデルを利⽤したシミュレーションを⾏い、地上部と根の概⽇時
計間で⾏われるシグナル伝達に関する新たな知⾒を得ることを⽬的として研究
を⾏った。 
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材料と⽅法 
 

植物と⽣育条件 
 本研究では、シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana)の野⽣株として Col-0 
(WT)を⽤いた。また、T-DNA の挿⼊によって正常よりも短い転写産物をもつ
prr7-3 変異体 (prr7; Farré et al., 2005)、および T-DNA の挿⼊によるヌル変異
体である aha1-9 (aha1; Yamauchi et al., 2016)は、それぞれ Eva M Farré博⼠お
よび⽊下俊則博⼠から分与いただいた。カリフラワーモザイクウイルスの 35S
プロモーター（CaMV35S）の制御下で N末端側に HAタグを付加した PRR7 を
過剰発現する形質転換体 (PRR7-OX; Farré and Kay, 2007)は、Eva M Farré博⼠
から分与いただいた。時計遺伝⼦ LHY のプロモーター活性を測定するため、
LHYプロモーターで北⽶産ホタル由来の LUCIFERASE (LUC)遺伝⼦を発現さ
せた形質転換体（LHYpro:LUC）は当研究室で作出されたものを使⽤した (Torii 
et al., 2021)。 
 植物種⼦は、2倍に希釈したキッチンブリーチで種⼦表⾯を滅菌した後、事前
に滅菌した超純⽔で洗浄し、0.8% [w/v]の寒天培地上に無菌的に播種した。播種
した種⼦は、動物個別飼育装置（⽇本医化器械製作所）内で、22°C、⽩⾊光下
（60 – 80 μmol m-2 s-1）で⽣育し実験に供した。植物は 12時間明期 12時間暗期
の明暗周期条件（LD条件）で 14⽇間または 7 ⽇間⽣育した後に、栄養素など
の条件を適宜調節した新規の⽣育培地に植え替え、さらに２⽇間 LD 条件で⽣
育し、新たな環境で概⽇リズムを同調させた。その後、明暗条件をつけない恒明
条件（LL 条件）に植物個体を移し、概⽇リズムを計測した。植物体の撮影は、
LL条件下３⽇⽬に⾏っており、iPhone Xs (Apple)で撮影した。 
 先⾏研究を基にコントロールとなる通常条件の⽣育培地を作製した (表１, 
Negishi et al., 2017)。通常培地では、1/2 Murashige and Skoog (1/2 MS)培地で
含まれていた KNO3、KH2PO4、KIをそれぞれ NH4NO3、NH4H2PO4、NaIに変
更している。この時、培地に含まれる N の濃度 (NO3-と NH4+の合計)は 20 mM
となるようにし、1/2 MS培地と同等になるようにしている。さらに、K+を KCl
添加によって補うことで 10 mMに調整し、1/2 MS培地と同等になるようにし
ている。その他のイオンに関しては、MgSO4、FeSO4、MnSO4、ZnSO4、H3BO3、
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Na2MoO4、CuSO4、CoCl2で加えている (表１; Negishi et al., 2017)。全ての実
験において、植物種⼦の播種は通常培地で⾏った。K+⽋乏培地、Mg2+⽋乏培地、
Ca2+⽋乏培地、Fe2+⽋乏培地、およびCu2+⽋乏培地は、それぞれ KCl、MgSO4、
CaCl2、FeSO4、CuSO4の添加量を調整することで作成した。KClは、培地中K+

濃度が 0.01 mM となるように添加し、培地作成時にそれぞれ MgSO4、CaCl2、
FeSO4、CuSO4を抜くことで、各イオンの⽋乏培地を作成した。なお、各物質の
添加量の調整に際して減少する Cl-および SO42-については、それぞれ HClおよ
びH2SO4の添加を⾏うことで対応した（表１）。また、K+過剰培地は KClの添
加量を増やし、通常よりも濃い 100 mMに調整した。培地 pHは Tris-HCl (pH 
9.0)によって調整し、pH 6.3 となるようにした。また、ショ糖添加実験を除い
て、全ての培地はショ糖を含んでいない。ショ糖および DCMU は、培地が完全
に固化する前に 20% ショ糖溶液または 20 mM DCMU溶液を添加することで、
それぞれ 2% [w/v]および 2 μMとなるように調製した (ショ糖培地、DCMU培
地)。また、⼀部の実験で⽤いた⽔耕培地は、上記の各⽣育培地と同じイオン組
成となるように作製しており、寒天は含まない。 
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表１：培地の組成 
 

化合物名 通常条件 
培地 

K+ 

⽋乏培地 
Mg2+ 

⽋乏培地 
Ca2+ 

⽋乏培地 
Fe2+ 

⽋乏培地 
Cu2+ 

⽋乏培地 

NH4NO3 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 

NH4H2PO4 0.625 mM 0.625 mM 0.625 mM 0.625 mM 0.625 mM 0.625 mM 

H3BO3 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 

MgSO4 0.75 mM 0.75 mM 
(H2SO4に変更) 
0.75 mM 0.75 mM 0.75 mM 0.75 mM 

ZnSO4 0.015 mM 0.015 mM 0.015 mM 0.015 mM 0.015 mM 0.015 mM 

MnSO4 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 

FeSO4 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 
(H2SO4に変更) 
0.05 mM 0.05 mM 

CaCl2 1.5 mM 1.5 mM 1.5 mM 
(HCl に変更) 
1.5 mM 1.5 mM 1.5 mM 

Na2-EDTA 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 0.05 mM 

NaI 2.5 μM 2.5 μM 2.5 μM 2.5 μM 2.5 μM 2.5 μM 

Na2MoO4 0.5 μM 0.5 μM 0.5 μM 0.5 μM 0.5 μM 0.5 μM 

CoCl2 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 

CuSO4 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 0.05 μM 
(H2SO4に変更) 
0.05 μM 

KCl 10 mM 
0.01 mM 
*不⾜する Cl-
は HCl で補充 

10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 

  



 18 

ショ糖定量 
前述の通り、LD条件で 14⽇間⽣育した植物を新規の通常培地に植え替え、

さらに LD 条件で 2 ⽇間⽣育させて概⽇リズムを同調させた。その後、植物を
LL条件に移したタイミングを起点として、48時間後から 4時間おきに 68時間
後まで、植物個体の根を 30個体分サンプリングし、⽣重量を測定した後にMüller, 
2016で⽤いられている⽅法にしたがってショ糖の抽出を⾏った。抽出されたシ
ョ糖は、100 μL の超純⽔に溶解した後に、Glucose and Sucrose Assay Kit 
(BioVision)を⽤いてショ糖定量を⾏った。 
 
RNA 抽出および qRT-PCR 
 前述の通り、LD条件で 14⽇間、ショ糖を含まない培地で⽣育した植物を、
ショ糖を含まない通常培地または DCMU培地、ショ糖を含むショ糖培地に植え
替え、さらに LD 条件で 2 ⽇間⽣育させて概⽇リズムを同調させた。その後、
植物を LL条件に移し、48時間後から 4時間おきに 68時間後まで、植物個体の
地上部もしくは根（胚軸の下部より下側を根とした）を 30個体分サンプリング
し、地上部のサンプルはセパゾール RNAⅠ (ナカライ)で、根のサンプルは
Maxwell RSC Plant kit (Promega)を⽤いてそれぞれ RNA抽出を⾏った。 
抽出した RNA は NanoDrop One (Thermo Scientific)で濃度を測定した後に、

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser (TaKaRa)を⽤いて 500 μgの RNA
を 20 μL の反応系で逆転写し cDNA を合成した。得られた cDNA を 1/3倍に希
釈したものを鋳型とし、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を⽤い
て、CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)で qRT-PCR を⾏った。
95°C 30秒の初期変性の後、95°C 5秒の熱変性と 60°C 30秒の伸⻑を 45 回繰り
返 す温度サイ ク ル条件で 、内部標準遺 伝 ⼦ と し て 、 ISOPENTENYL 
PYROPHOSPHATE DIMETHYLALLYL PYROPHOSPHATE ISOMERASE 2 
(IPP2)を⽤い、標的遺伝⼦の相対発現量を定量した。使⽤したプライマーを表２
に⽰す。  
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表２：qRT-PCR および RT-PCR に使⽤したプライマーセット 
標的遺伝⼦ プライマー配列（5′→3′） ⽂献 
IPP2 GTATGAGTTGCTTCTCCAGCAAAG Shimizu et 

al., 2015 GAGGATGGCTGCAACAAGTGT 

DIN6 AACTTGTCGCCAGATCAAGG Baena-
González et 
al., 2007  GGAACACGTGCCTCTAGTCC 

SEN5 GCGAAACTCTCTCCGACTTC Rodrigues 
et al., 2013  CCACAGAACAACCTTTGACG 

APUM24 GCTTGTCAACAGTGGCCTTG Maekawa 
et al., 2018  TCACACAGCTTCTCGCTCAG 

BRX1-1 GAATGATAAAAGTCGACCAAAGTTTC Maekawa 
et al., 2018   CTTCTTCGTGACATAGCAGTCTTTAC 

CCA1 GAGGCTTTATGGTAGAGCATGGCA Endo et al., 
2014 TCAGCCTCTTTCTCTACCTTGGAGA 

LHY GGTTCTGTACCATATTACCC  
GTAGCAGATGACATATAGACC 

TOC1 GCCTCTTCGCACCAACGAGCT Endo et al., 
2014 TCAGCAAGTCCTAGCATGCGTCT 

PRR5 ATTCCGAATGAAGCGAAAGGA Mockler et 
al., 2004 TCGTAACGAACCTTTTTCTCATAACAT 

PRR7 AGGTGCTTCCGAAAGAAGGTACGA Frank et al, 
2018  TGGGCTGAGAAATAGTGGGTTTTGT 

PRR9 TGCTTTGACAAAAAGGTTCGGTACCAGAGCAGGA  
ACGCGTCTGAATTCACGGTTCGCACG 

LUX ATCATGGAGCTGGTGGAAATGG  
TGCAATTTGGGACTTTGCGGT 

AHA1 GCTATGGCTTCTAGGGTGG Yamauchi 
et al., 
2016 

GCCAGTTACCATCAGAGTCG 

FIL TGGTACAGCAACCACATCGGACAG Schliep et 
al., 2010 GCCAAACCATCCTTGCGGTTAATG 
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接⽊実験 
 接⽊実験の⼿法は、Turnbull et al., 2002を参考にした。植物個体は、栄養素
を含まない寒天培地（2.5% [w/v]）に播種し、22°C LD条件で 5⽇間⽣育した
ものを使⽤した。胚軸の切断には外科⼿術⽤替刃メス No. 11 (FEATHER)を使
⽤した。接⽊処理後、27°C LL 条件で 5 ⽇間⽣育して癒合を促し、地上部と根
が癒合したと⾒られる個体を通常培地に植え替えた。さらに 10⽇間、22°C LD
条件で⽣育した後、植物体の成⻑が観察された個体を接⽊成功個体とした。接⽊
成功個体はその後、新規の通常培地に植え替え、100 μL の 250 mM D-ルシフェ
リンカリウム（Wako）を投与した後に Kondotronを納めている培養器内で 2⽇
間 LD 条件を経験させることで概⽇リズムを同調させた。その後、22°C LL 条
件に移し、概⽇リズムの測定を⾏った。 

 
⽣物発光測定 
寒天培地上での発光測定では、LD条件で 14⽇間⽣育した植物を新規の通常
培地および各種条件の⽣育培地に植え替え、植物個体に 250 mM の D-ルシフ
ェリンカリウム (Wako)を 100 μL投与した（図３A）。K+⽋乏培地で⽣育した
植物に対する K+回復条件では、滅菌したプラスチックシートを植物の根を覆う
ように被せ、シートの下部の根に対してのみに 250 mM KClを 200 μL K+を投
与した（図３B）。その後、後述する発光測定装置の中で 2⽇間 LD条件を経験
させることで概⽇リズムを同調させた。K+回復条件では、LL条件に移したタイ
ミングで KClと同様の⽅法でルシフェリンを投与し、地上部に KClが⾶散しな
いように⼯夫した（図３B）。 
⽔耕培地中での発光測定では、通常液体培地および K+⽋乏液体培地それぞれ
50 mL につき、250 mM D-luciferin potassium saltを 1 mL加えたストック溶液
を事前に調製し、4°Cで遮光保存しておいたものを⽤いて実験を⾏った。LD条
件で 14⽇間⽣育した植物を室温に戻した 5 mL のストック溶液に移し替え、発
光測定装置の中で 2⽇間 LD条件を経験させることで概⽇リズムを同調させた。
Ｋ+パルス処理は、通常液体培地と K+⽋乏液体培地の溶液を⼊れ替えることで⾏
い、溶液交換の際には、滅菌済みの超純⽔で植物を洗浄し、培地の持ち込みを最
⼩限に抑える⼯夫をした。なお、通常条件および K+⽋乏条件では、新規の培地
に交換するものの、パルス期間を含めた計測期間全体で通常液体培地および K+



 21 

⽋乏液体培地で⽣育している。K+パルス条件では、パルスの前後では K+⽋乏液
体培地で⽣育し、パルス期間は通常液体培地で⽣育している（図４）。 
 ⽣物発光の測定は、Kondo et al., 1994 で⽤いられた発光測定装置（通称：
Kondotron）を⽤いて⾏った。得られた⽣物発光の波形データは、Zielinski et al., 
2014で開発された解析ソフトを、Muranaka and Oyama, 2016で統計分析フリ
ーソフト R (version 3.6.2)に移植したものを使⽤した。この解析ソフトでは、計
測時間全体に対して、移動する 24時間の窓（ウィンドウ）を設定して線形回帰
による補正を⾏い、平均が 0、分散が 1 となるような回帰直線を算出した。計算
された回帰直線を平均化し、時刻ごとに得られた値を⽣データから引くことで、
トレンド除去を⾏った。上記の⽅法でトレンド除去された波形データに対して、
もう⼀度移動する 24時間窓での線形回帰を⾏うことで標準偏差を算出した。各
時刻のデータに対して、算出されていた標準偏差を平均化した値で割ることで、
振幅のトレンドを除去した。 
 ピーク時刻の算出についても Muranaka and Oyama, 2016 の⼿法にしたがっ
た。波形データを 8 時間の窓の移動平均で平滑化し、ピークの位置を局所的な
極⼤値として⼤まかに特定した。その後、さらに 2 時間窓の移動平均で平滑化
し、局所的に⼆次関数にフィッティングさせることで正確なピーク時刻を推定
した (Muranaka and Oyama, 2016)。LL条件 120時間の内に検出される 4つの
周期に関して、ピーク間の周期⻑を算出し、周期⻑の平均および周期⻑の標準偏
差 (ばらつき)を個体ごとに計算した（図５）。 

植 物 個 体内に お け る空間 的 な プロモーター 活性を 計 測 す る た め に 、
Multifunctional In vivo Imaging System (MIIS; Molecular Devices)を⽤いて発光
測定を⾏った。22°C LD条件下において通常培地で 14⽇間⽣育した植物体を、
新規の通常培地に植え替え、MIIS の中で 2⽇間 LD条件を経験させることで概
⽇リズムを同調させた。その後、22°C LL条件に移し、2時間後に発光測定を⾏
った。また、地上部と根における発光強度は、胚軸基部から上の輝度値の積算お
よび下の輝度値の積算として算出した。  
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図３：陽イオン⽋乏培地を⽤いた実験条件の模式図 
 陽イオン⽋乏培地を⽤いた実験条件の模式図。K+⽋乏以外の陽イオン⽋乏培
地についても同様にして実験を⾏った。(A) 通常培地で⽣育した 14⽇齢の植物
を、通常培地または K+⽋乏培地に植え替えた後、さらに発光測定装置内で２⽇
間 LD条件に置いて概⽇リズムを同調させてから、LL条件へと移した。KClの
投与は LL 条件開始直後に⾏い、培地中 K+濃度が通常培地と同等になるように
調整した。(B) KClの投与時の模式図。滅菌したシートで植物体の根を覆い、シ
ートの下に KCl を投与することで、 KCl の地上部への⾶散を防ぐ⼯夫をした。 
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図４：培地交換による K+パルスの実験条件の模式図 
 K+パルスを⽤いた実験条件の模式図。 通常培地（寒天）で⽣育した 14 ⽇齢
の植物を、通常培地（液体）または K+⽋乏培地（液体）に植え替えた後、さら
に発光測定装置内で２⽇間 LD条件に置いて概⽇リズムを同調させてから、LL
条件へと移した。LL 条件下９時間後〜15 時間後までの期間を培地交換によっ
て、新規の通常培地または K+⽋乏培地へと切り替え、その後パルス前の条件へ
と戻した。パルス期間は緑帯で⽰した。また、培地交換の前後では、超純⽔での
洗浄を⾏うことで交換前の培地の混⼊を最⼩限に抑える⼯夫をした。 
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図５：平均周期⻑および周期⻑のばらつきの算出⽅法 
 LL条件 120時間後までに観察される 4つのピークとピークの間隔を周期と定
義し、個体ごとに周期⻑を算出した後に平均値（𝐴!~𝐴"）と標準偏差（𝑆𝐷!~𝑆𝐷"）
を計算した。その後、𝐴!~𝐴"の平均値を平均周期⻑、𝑆𝐷!~𝑆𝐷"の平均値を周期⻑
のばらつきと定義した。  
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気象データの取得、および解析 
 US National Oceanic and Atmospheric Administration National Center for 
Environmental Information website 
(https://www.ncei.noaa.gov/pub/data/uscrn/products/hourly02/2019/) に お い
て公開されているデータベースから気象データを取得した。アメリカ 3 都市
（Cape Charles、Durham、Redding）の 2019年春の観測データの中から、実験
条件と⽐較しやすい⽇⻑が 11.5 ~ 12.5時間であった⽇の気象データを使⽤した。
該当した⽇数は、Cape Charles で 2019/3/5 から 2019/3/28 までの 24 ⽇間、
Durhamで 2019/3/4から 2019/3/29までの 26⽇間、Reddingで 2019/3/6か
ら 2019/3/27 までの 22⽇間であった。 
 容積絶対湿度（volumetric humidity; VH）は、以下に⽰す計算式から算出した
（Bai and Wen, 2019）。また、RHと tはそれぞれ相対湿度と温度を⽰す。 

𝑉𝐻 = 𝑎 ∙
𝑅𝐻
100 

𝑎 =
217 ∙ 𝑒

𝑡 + 273.15 

𝑒 = 6.1078 ∙ 10
!.#$

$%&'!.' 
 Seasonal Trend-decomposition procedure based on Loess (STL)分解によって、
気象データをトレンド、季節性および残差の成分に分けた。また、この解析には
統計分析ソフト R (version 3.6.2)を⽤いており、パッケージは stats (version 
4.1.0)を使⽤した。 
 
数理解析 
 地上部と根における概⽇時計間のカップリングは、スチュワート・ランダウ⽅
程式を基に構築した。それぞれの振動⼦には、リズムが崩壊しない範囲での微弱
なノイズを独⽴に与えている。さらに現実に即して、ノイズ項と結合の強さ（結
合強度）および作⽤までの時間遅れを⽰す項を追加した。計算で使⽤した式は、
以下に⽰す。 
 

𝑑
𝑑𝑡 𝑧!

(𝑡) = 𝛼!𝑧!(𝑡) − 𝛽!|𝑧!(𝑡)|#𝑧!(𝑡) + 𝑘#𝑧#(𝑡 − Δ𝑡) + 2𝐷!𝜉!(𝑡) 
𝑑
𝑑𝑡 𝑧#(𝑡) = 𝛼#𝑧#(𝑡) − 𝛽#|𝑧#(𝑡)|#𝑧#(𝑡) + 𝑘!𝑧!(𝑡 − Δ𝑡) + 2𝐷#𝜉#(𝑡) 

 
 𝑧!と𝑧#は複素変数であり、周期と振幅の情報を含む。𝛼!と𝛽!は地上部モデルの
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振動体が、𝛼#と𝛽#は根モデルの振動体が⽰す固有振動⼦数および振幅を決定す
る定数である。𝜉!(𝑡)と𝜉#(𝑡)は、地上部と根に⼊⼒される、平均 0 で標準偏差 1
の正規分布に従ったランダムな値を出⼒する。𝐷、𝑘およびΔ𝑡は、それぞれノイ
ズの⼤きさ、結合強度および時間遅れの⼤きさを⽰す。パラメーターについては、
𝛼! = 0.4 + 2𝑖, 𝛽! = 0.4, 𝑘! = 1.2, 𝐷! = 0.5, 𝛼# = 0.1 + 1.9𝑖, 𝛽# = 0.2, 𝑘# =
0.25, 𝐷# = 0.35に設定しており、時間遅れ（Δ𝑡）は約 1 時間に相当するように設
定した。また、地上部と根の結合が切れている状態は、𝑘の値を 0にすることで
対応した。 
 
道管液の採取、およびイオン濃度の測定 
 道管液の採取⽅法は、Tabata et al., 2014および Nakayama et al., 2017 を参考
にした。22°C LD条件下において通常培地で 14⽇間⽣育した植物体を、新規の
通常培地、またはその他の⽣育培地に植え替え、2⽇間 LD条件を経験させるこ
とで概⽇リズムを同調させた。その後、22°C LL条件に移し、LL条件下 48時
間後から 68時間後までの期間で 4時間おきに、サンプリングを⾏った。胚軸の
先端部分をマイクロ剪⼑で切除し、残された胚軸部分に内径 0.4 mmシリコンチ
ューブを被せた。30 個体に対して同様の処理を⾏い、1 時間の間にシリコンチ
ューブ内に溜まった滲出液を道管液として回収した。回収した道管液のうち、2 
μL を 98 μL の超純⽔で薄め、凍結保存した。保存されたサンプルを融解した後、
Dionex Aquion ion chromatography system (Thermo)で K+、Mg2+およびCa2+の
濃度を測定した。 
 
蒸散速度の測定 
 22°CLD条件下において通常培地で 14⽇間⽣育した植物体を、栽培⼟とバー
ミキュライトを 1:1 で混ぜたポットに植え替え、23°C 12L12D条件、⽩⾊光照
射下（90 μmol m-2 s-1） で、さらに 14⽇間⽣育を⾏った。その後、23°C LL条
件に移して気孔コンダクタンスを計測することで蒸散速度を計算した。気孔コ
ンダクタンスは 6400-15 Arabidopsis leaf chamber（Li-Cor）内で、LI-6400 
portable gas exchange system（Li-Cor）を⽤いて測定した。測定条件は、CO2 濃
度 350 ppm、Air flow 200 L h-1、相対湿度 40 ~ 60%、温度 24°Cで⾏った。
測定間隔は 10秒とした。 
 
柵状組織・海綿状組織の単離、RNA 抽出および cDNA 合成 



 27 

事前に酵素液 (0.75% セルラーゼ オノズカ R-10 (Yakult)、0.25% マセロザ
イム R-10 (Yakult)、400 mMマンニトール、5 mM MES-KOH (pH 5.6)、8 mM 
CaCl2、1 U/µL RNase Inhibitor (Roche))の調製を⾏った。酵素液は組織単離の
たびに新たに調製した。 
420 µL の Buffer RLT (RNeasy Plant Mini Kit)を 1.5 mLチューブに分注し、
氷上に設置した 6枚以上のシロイヌナズナの第 3葉をマイクロ剪刃で切り取り、
ラベルテープで挟み、ゆっくりとはがした。この際、葉の組織をつぶさないよう
に注意しながらテープに葉を接着させ、葉が完全に伸展していることを確認し
た。組織が⼗分に分離している様⼦が確認されたものについて、組織が露出して
いる部分に⽤意しておいた酵素液を 7 µL ずつ加え、室温で 2 分間放置した。組
織上で数回、ゆっくりとピペッティングを⾏い、2 µL をスライドグラス上に乗
せ、光学顕微鏡を⽤いて細胞内容物が含まれているかを確認した。細胞内容物が
含まれていることが確認されたものから 5 µL を Buffer RLT の⼊ったチューブ
に分注し、6 枚以上の葉から回収した細胞内容物を含む酵素液 30 µL を回収し
た。RNeasy Plant Mini Kit の clean-up RNA protocol に従って、14~16 µL の
RNA を溶出した。溶出した RNA 溶液を 8 µL から Deoxyribonuclease I, 
Amplification Grade (Invitrogen)を⽤いてゲノム DNA の除去を⾏った。この反
応液 10 µL を使⽤し、Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)を
⽤いて cDNA の合成を⾏った (Uemoto et al., 2018)。 
 
半定量的 RT-PCR 
柵状組織・海綿状組織由来の RNA より合成した cDNA を 2.5 µL鋳型とし、
2.5 µL の 10x PCR Buffer for KOD-Plus-Neo、3 µL の 2 mM dNTPs、2 µL の
25 mM MgSO4、0.75 µL の 10 µM Primer、0.5 µL の KOD-Plus-Neo (TOYOBO)
を含む 25 µL の反応系で PCR を⾏った。使⽤したプライマーは、表２に記した。
PCR 産物は 3%アガロースゲルを⽤いて分離し、エチジウムブロマイドにより
染⾊した後に紫外線照射下で検出した。 
 
テクノビット包埋 
事前に 50 mL の FAA溶液 (25mL のエタノール、5 mL の 37% ホルムアル
デヒド、2,5 mL の酢酸、2 mL の 25% グルタルアルデヒド、5 µL の Tween 20
を含む)の調製を⾏った。なお、FAA溶液は組織固定ごとに調製した。14⽇齢の
植物の第 3 葉をマイクロ剪刃で切り取り、アシストチューブに分注した FAA溶
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液内に沈めた。葉が完全に FAA溶液に沈むまで、気泡が発⽣しないように脱気
を繰り返した。新しい FAA溶液に交換し、4℃で⼀晩静置した。FAA溶液を除
去した後、50% エタノールで葉を洗った。FAA溶液を完全に除去した後、15 分
ごとに 50%、70%、80% エタノールの順で溶液を交換し、4℃で静置した。さ
らに、10 分ごとに 90%、95% エタノールの順に交換し、室温で静置した後、
99.5% エタノールで 1 時間静置した。 
次に FAA 溶液による組織固定を⾏った葉に Technovit 溶液の浸透を⾏った。

Technovit 7100 (Kulzer)を⽤いて、事前に浸透液 (100 mL の 7100 original 
solution に 1 g の Harter 1 powder を加えたもの)および固化液 (7100 original 
solution : Harter 2 solution = 15 : 1)を調製した。なお、固化液の調製は氷上で⾏
った。アシストチューブ内の溶液を、モレキュラーシーブを⽤いて溶液内の⽔分
を除いたエタノールに溶液を交換し、室温で 1 分間静置した。シェーカー上で
加えたエタノールの 1/4量の浸透液を、15 分ごとに加え、徐々に浸透液の濃度
を上げ、浸透液の濃度を 87.5%にした。溶液を除去した後、浸透液を加え室温で
1 時間、シェーカー上で放置した。浸透液を新しいものに交換し、さらに 3~4時
間シェーカー上で放置した。葉を固化容器内に移し、固化液を加え、空気に触れ
ないようにラップで覆った。固化が完全に終わるまで室温で静置した。固化完了
したものからミクロトームを⽤いて切⽚の作製を⾏い、光学顕微鏡で観察した。  
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結果 
根の PRR7 の発現パターンは、根におけるショ糖蓄積の振動と相関する 
 概⽇時計は様々な⽣理応答を制御しており、光合成活性およびショ糖の産⽣
量も概⽇時計によって制御されることが知られている。これまでの研究から、シ
ョ糖は時計遺伝⼦ PRR7 の発現を抑制することが⽰されていた (Haydon et al., 
2013; Frank et al., 2018)。こうした結果から、光合成で作られたショ糖は輸送さ
れた先で PRR7 の発現抑制を通じて概⽇リズムの機能制御に関わる可能性が⽰
唆されていた。しかし、これらの研究は個体全体を解析対象としていたため、実
際に地上部で合成されたショ糖の輸送にリズムがあるのか、輸送されたショ糖
が実際にシグナル分⼦として根の概⽇時計の発現制御に関わっているかについ
ては、明確な答えは得られていない。 

ショ糖の合成は、主に地上部における光合成およびデンプン分解により、いず
れも概⽇時計の影響を強く受けている。そのため、根へと輸送されるショ糖量は、
地上部の概⽇リズムの影響を強く反映していると考えられる。そこで、根へと輸
送されるショ糖量が 1 ⽇の中でどのように変動しているかを明らかにするため、
根のみを解析対象とした経時的なショ糖定量を⾏った（図６A）。外部からの時
間情報がなく、純粋に概⽇時計の特性を反映する LL条件下においても、WT で
は LL条件に移してから60時間後の⽇没に相当する時刻に最も蓄積量が低下し、
明確な振動を⽰した（図６B）。⼀⽅で、LL 条件下で概⽇リズムが完全に消失
する時計遺伝⼦の三重変異体 cca1 lhy toc1 では、根におけるショ糖量の変動は
ほぼ消失していた。このことは、根へと輸送されるショ糖量は概⽇時計による制
御を受けていることを⽰している。 
 次に、遺伝⼦発現に対するショ糖量の変動の意義を明らかにするため、根のみ
を対象とした qRT-PCR を⾏い、糖応答性の遺伝⼦の発現パターンを解析した。
WT における、糖によって抑制される DARK INDUCIBLE6 (DIN6)、および
SENESCENCE-ASSOCIATED PROTEIN5 (SEN5)の発現パターンは、ショ糖量
の変動に対して逆位相の振動パターンを⽰した（図６C）。また、糖によって促
進 さ れ る ARABIDOPSIS PUMILIO PROTEIN24 (APUM24) お よ び
BIOGENESIS OF RIBOSOMES IN XENOPUS1-1 (BRX1-1)の発現パターンは、
ショ糖の変動と同じ位相の振動パターンを⽰した（図６D）。これらの結果から、
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根におけるショ糖量の変動は糖応答性の遺伝⼦発現を変化させるのに⼗分なレ
ベルであることが⽰された。さらに、cca1 lhy toc1 変異体の根では、WT で観察
された明瞭なショ糖量の変動が消失しており、ほとんど変化が⾒られなかった
（図６C、図６D）。このことは地上部から輸送されるショ糖の量の変動が、根
の遺伝⼦発現を制御している可能性を⽰している。  
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図６：根におけるショ糖の蓄積リズム、およびショ糖応答性遺伝⼦の発現パターン 
 (A) 実験条件の模式図。サンプリングは LL条件における 48時間後から 4時
間おきに 68 時間後までの範囲で⾏った。(B) WT と cca1 lhy toc1 の根におけ
る、ショ糖蓄積量の変動。(C) ショ糖によって発現抑制を受ける遺伝⼦（DIN6, 
SEN5） の 発 現パター ン 。 (D) シ ョ 糖 に よ っ て 発 現促進を 受 け る 遺 伝 ⼦
（APUM24, BRX1-1）の発現パターン。エラーバーは標準誤差を⽰す。n = 3。
* P < 0.05。Student’s t-testを⽤いて、WT との⽐較を⾏った。  
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次に、地上部からのショ糖輸送が根の概⽇時計を制御しているかを明らかに
するため、ショ糖を培地に加えた条件 (ショ糖条件)、および光合成阻害剤
DCMU を培地に加えた条件 (DCMU条件)での、根の時計遺伝⼦の発現を解析
した（図７A）。CCA1、TOC1、LUXは DCMU条件で発現が上昇したものの
ショ糖条件には応答せず、LHY はショ糖条件と DCMU 条件のいずれにも応答
しなかった。⼀⽅で、PRR7 はショ糖条件で発現が低下し、反対に DCMU条件
では発現が上昇しており、明確な糖応答性が⾒られた。これは、植物個体全体を
⽤いた先⾏研究での解析結果を概ね再現しており (Haydon et al., 2013; Frank et 
al., 2018)、本研究により初めて根の PRR7 は地上部から輸送された糖に対して
応答性を持つこと、すなわち糖がシグナル分⼦として時間情報を伝達しうるこ
とが⽰された。 

また、応答の程度は弱いものの、PRR7 と同じ PRR ファミリーに属する PRR5
と PRR9も PRR7 と同様の傾向を⽰すことが確認され、PRR7 を始めとする PRR
ファミリー遺伝⼦は根においてショ糖応答性を⽰すことが明らかとなった。と
くに PRR7 は、地上部と根の両⽅の部位において他の時計遺伝⼦よりもショ糖
条件と DCMU 条件に対する発現量の変動が⼤きく（図７A、図７B）、地上部
から輸送されるショ糖量に概⽇リズムが⾒られていることを考えると、根の
PRR7 はショ糖リズムに応答することで地上部からの時間情報を根の概⽇時計
へと伝えるインターフェースとして機能している可能性が考えられた。  
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図７：ショ糖および DCMU に対する、根の時計遺伝⼦の応答性 
 ショ糖と DCMU 添加培地における、根（A）および地上部（B）の時計遺伝
⼦の発現パターンを、⽚対数グラフで⽰した。エラーバーは標準誤差を⽰す。n 
= 3。* P < 0.05。Dunnett‘s testを⽤いて、通常条件との⽐較を⾏った。 
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根の PRR7 は、地上部における周期⻑の維持に寄与する 
 これまでの研究から根の概⽇時計は栄養素の吸収や輸送に関わりうること、
栄養素の⽋乏は概⽇リズムに影響しうることが⽰されている。こうしたことか
ら、ショ糖によって制御される根の PRR7 もまた何らかのシグナル伝達を介し
て地上部の概⽇時計を制御している可能性が考えられるものの、これまでに根
から地上部への時間情報伝達を直接的に⽰した報告は存在していない。 

そこで、根の PRR7 が地上部の概⽇時計にどのような影響を及ぼすかを明ら
かにするため、地上部の概⽇リズムを計測するための穂⽊（地上部）として
LHYpro:LUCを⽤い、台⽊ （根）としてWT や prr7、PRR7-OXを⽤いて、根
における PRR7 の発現量だけを変化させた接ぎ⽊植物を作出した (これ以降、
穂⽊/台⽊の形式で接ぎ⽊植物の遺伝型を記載し、それぞれ LHYpro:LUC/WT、
LHYpro:LUC/prr7、LHYpro:LUC/PRR7-OXとする) (図８)。これを⽤いて、
地上部の概⽇リズムを計測することで、根の影響を調べた。 

これら接ぎ⽊植物を LD 条件で 2 ⽇間⽣育することで概⽇リズムを同調させ
たあと、LL条件に移し穂⽊（地上部）に由来する⽣物発光リズムを 120時間程
度にわたって測定した（図９A）。この計測条件ではそれぞれ 4周期分の概⽇リ
ズムが計測され、その平均周期⻑および振幅の減衰の早さを算出したところ、
LHYpro:LUC/WT、LHYpro:LUC/prr7、LHYpro:LUC/PRR7-OXのいずれの接
ぎ⽊植物の間でも顕著な差は認められなかった（図９B、図９C）。この結果か
ら、根の PRR7 は概⽇リズムの周期と振幅には影響しなかった。また、本研究の
条件においては周期が変化しないと位相が変化しないことは⾃明であることか
ら、概⽇リズムを規定する周期、振幅、位相の３つの特性に根の PRR7 は影響し
ないことが確認された。 

しかし、興味深いことに、平均した周期⻑には差が⾒られなかった⼀⽅で、
個々の植物個体の周期⻑の安定性（ばらつき）には顕著な違いが認められた。す
な わ ち 、 LHYpro:LUC/WT と ⽐ 較 し て 、 LHYpro:LUC/prr7 や
LHYpro:LUC/PRR7-OX では概⽇リズムが安定せず、たとえば LL 条件に移し
て 5周期⽬のピークとなる 96-100時間⽬あたりのピーク付近を⾒るとばらつき
の増⼤傾向が観察された（図９D）。LL条件開始直後では、それまでの LD条
件での同調の効果から個体間での概⽇リズムにばらつきは観察されなかったこ
とから、ここで観察されたばらつきの増⼤は、概⽇リズムの位相が変化した（位
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相ジャン プ し た ） の で は な く 、 LL 条件に お い て LHYpro:LUC/prr7 や
LHYpro:LUC/PRR7-OX では周期⻑の安定性が低下したことに起因するのでは
ないかと考えられた。そこで、LL条件に移した直後から観察された４つの周期
分の周期⻑の標準偏差を個体ごとに算出し、これを周期⻑のばらつきとして定
義した（図５）。LHYpro:LUC/WT と⽐べて、LHYpro:LUC/prr7 および
LHYpro:LUC/PRR7-OX では周期⻑のばらつきは有意に増⼤していること、す
なわち概⽇リズムの安定性が低下していることが⽰された（図９E）。これらの
結果から、根の PRR7 は、地上部の概⽇時計の精度を維持し、⼀定のリズムを刻
むうえで重要な役割を担っていることが明らかとなった。  
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図８：接⽊実験の概要 
 接⽊実験では、穂⽊（地上部）として LHYpro:LUCを、台⽊（根）としてWT、
prr7、PRR7-OX を⽤いた。できた接ぎ⽊植物それぞれを LHYpro:LUC/WT、 
LHYpro:LUC/prr7 および LHYpro:LUC/PRR7-OXとした。  
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図９：接⽊個体における LHYpro:LUCの発光リズム 
 (A) 実験条件の模式図。 (B) LHYpro:LUC/WT 、  LHYpro:LUC/prr7 、
LHYpro:LUC/PRR7-OX の個体ごとの発光リズムを⽰す。トレンド除去のみを
⾏った接⽊個体の平均発光リズムを⽰す。(D)それぞれの波形は、ピークの位置
がわかりやすいようにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏っている。
(C, E) LL 条件下 120 時間以内に観察できる 4 つの周期の⻑さを個体ごとに測
定し、平均周期⻑および周期⻑のばらつき（標準偏差、SD）を算出した。n = 15。
エラーバーは標準誤差を⽰す。 * P < 0.05。 Dunnett‘s test を⽤いて、
LHYpro:LUC/WT との⽐較を⾏った。  
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K+の輸送は、地上部における周期⻑の安定化に寄与する 
 根の概⽇時計は栄養素の輸送に関わる遺伝⼦の発現制御を通じて (Haydon et 
al., 2015)、栄養素の取り込みや地上部への栄養素の輸送を制御している可能性
が考えられている。また、Mg2+や Ca2+、Fe2+、Cu2+などの陽イオン⾃⾝が、あ
るいは栄養⽋乏や栄養過剰を感知してその情報を全⾝に伝えるシグナル物質が、
概⽇リズムの周期や振幅を制御していることが数多くの栄養素の⽋乏実験や過
剰投与実験などから⽰されている (Andrés-Colás et al., 2010; Chen et al., 2013; 
Hong et al., 2013; Salomé et al., 2013; Perea-García et al., 2016; Martí Ruiz et al., 
2018; de Melo et al., 2021; Rivière et al., 2021)。こうした報告を総合すると、根
から地上部への陽イオンの輸送が、地上部の概⽇リズムの精度を制御する可能
性が考えられた。 

陽イオンの輸送量の変動が、新たに⾒いだされた地上部における概⽇リズム
の安定性制御に関わっているかを検証するため、すでに概⽇リズムの周期⻑や
振幅に作⽤することが⽰されている陽イオン Mg2+、Ca2+、Fe2+、Cu2+にくわえ
て、植物体内にもっとも多く含まれており、陽イオンの状態で機能する K+を⽋
乏させた寒天培地を調製し、これらの培地で植物を⽣育させることで概⽇リズ
ムの安定性を評価した。 

全ての実験を接ぎ⽊実験で⾏うことは、材料の準備の⼿間を考えると現実的
ではない。植物の 80-90%の RNA が地上部に由来することから、LHYpro:LUC
で観察される⽣物発光のほとんどは地上部に由来し、このリズムを地上部の概
⽇リズムと⾒なすことができると考えられた。このことを確認するため、EM-
CCD カメラを⽤いて LHYpro:LUC の空間発現パターンおよび輝度を定量的に
計測した。その結果、LHYpro:LUC の⽣物発光は植物体全体で認められるもの
の、ほとんどは地上部 (主に葉)に由来することが明らかになり、LHYpro:LUC
が⽰す概⽇リズムは地上部の概⽇リズムを反映しているとみなせることを確認
した（図１０A、図１０B）。この⽅法によって地上部の概⽇リズムを計測し、
周期⻑のばらつきを算出したところ、K+⽋乏条件および Fe2+⽋乏条件では、通
常条件に⽐べてばらつきが顕著に増⼤していた（図１１A、図１１B、図１１C）。
このことから、K+および Fe2+の輸送の阻害、もしくは⽋乏シグナルが地上部に
おける概⽇リズムの安定性を低下させることが明らかとなった。 
 K+⽋乏条件において周期⻑のばらつきが特に著しかったことから、本研究で
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は概⽇リズムの安定性と K+の関係に着⽬してさらに解析を⾏った。次に、こう
した K+⽋乏条件で⾒られた概⽇リズムのばらつきが、根への K+投与で回復でき
るのかを調べるため、K+⽋乏培地で⽣育した植物の根に対して外部から KClを
投与することで培地中K+濃度を回復させた条件 (K+回復条件)を設定し、この条
件における LHYpro:LUCが⽰す概⽇リズムのばらつき、および平均周期⻑、振
幅を解析した。なお、根からの K+の輸送の影響を正確に解析するために、根を
滅菌済みのプラスチックシートで覆い、シート下部に KCl を投与することで、
地上部への KClの⾶散を防ぐ⼯夫をした（図１２A）。 

すでに⽰したように、K+⽋乏条件では概⽇リズムの周期⻑のばらつきは通常
条件よりも有意に増⼤していた。同じ実験環境において、K+回復条件では周期
⻑のばらつきは通常条件と同程度であり、K+⽋乏条件で⾒られたばらつきは抑
制されていた （図１２B、図１２C）。この結果は、根からの K+の輸送が地上
部における概⽇時計の精度を向上させていることを意味し、根が地上部の概⽇
リズムの安定性を制御していることが⽰された。ただし、K+⽋乏条件で観察さ
れていた概⽇リズムの⻑周期化および低振幅化は、K+回復条件では回復しなか
ったことから（図１２D、図１２E）、根からの K+の輸送が地上部における概⽇
リズムの平均周期⻑や振幅には影響せず、独⽴のパラメーターであると予想さ
れた。  
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図１０：LHYpro:LUC における、芽⽣え全体および根の発光強度の⽐較 
 LL 条件開始後 2 時間の時点での LHYpro:LUC の発光イメージングと定量し
た発光量。(A) 通常条件における LHYpro:LUC の発光を擬似カラーで⽰した。
緑の破線は根の位置を⽰す。(B) 芽⽣え全体と根のみのサンプルからの発光強
度の⽐較。n = 5。エラーバーは標準誤差を⽰す。cpsは counts per secondであ
り検出した 1秒あたりの光⼦数を表す。 
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図１１： 各陽イオン⽋乏条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 実験条件の模式図。(B) 通常条件、K+⽋乏条件、Mg2+⽋乏条件、Ca2+⽋
乏条件、Fe2+⽋乏条件、Cu2+⽋乏条件における LHYpro:LUCの個体ごとの発光
リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピークの位置がわかりやすいようにトレンド
除去処理および振幅トレンドの除去を⾏った。(C) LL条件下 120時間以内に観
察できる 4 つの周期の⻑さを個体ごとに測定し、周期⻑のばらつき（標準偏差, 
SD）を算出した。n = 20。エラーバーは標準誤差を⽰す。 * P < 0.05。 Dunnett‘s 
testを⽤いて、通常条件との⽐較を⾏った。 
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図１２： K+⽋乏条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 実験条件の模式図。(B) 通常条件、K+⽋乏条件、およびK+回復条件にお
ける LHYpro:LUCの個体ごとの発光リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピーク
の位置がわかりやすいようにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏って
いる。K+回復条件における KClの投与は LL条件開始直後（Time 0）に⾏った。 
(C, D) LL 条件下 120 時間以内に観察できる 4 つの周期の⻑さを個体ごとに測
定し、平均周期⻑および周期⻑のばらつき（標準偏差、SD）を算出した。(E) ト



 44 

レンド除去のみを⾏った LHYpro:LUCの平均発光リズムを⽰す。n = 20。エラ
ーバーは標準誤差を⽰す。* P < 0.05。 Dunnett‘s testを⽤いて、通常条件との
⽐較を⾏った。  
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 K+は植物体内で最も要求量の多い陽イオンであり、植物体内の pH 制御や膜
電位の形成、タンパク質合成などの重要な⽣理機能において重要な因⼦である 
(Clarkson and Hanson, 1980; Leigh and Jones, 1984)。また、葉緑体において K+

は⾼濃度に維持されており、光合成関連因⼦の活性化を促している (Szczerba et 
al., 2009)。さらに、⻑期間の K+⽋乏に晒された植物では活性酸素種（reactive 
oxygenspecies; ROS）が蓄積することで、⽩化現象が誘発される (Armengaud et 
al., 2004)など、K+は植物体内で多⾯的な機能を有しており、その⽋乏は植物体
内の様々な恒常性を破綻させ、植物の⽣理機能を⼤きく損なう。こうしたことか
ら、本研究で観察された地上部における概⽇リズムの周期⻑のばらつきの増⼤
は、K+輸送の阻害ではなく、地上部での K+⽋乏による⽣理機能の低下に起因す
る可能性は排除できていない。そこで、K+⽋乏条件による⽣育不良、⽩化現象、
および光合成活性の低下に着⽬し、これらが周期⻑のばらつきの原因であるか
どうかについて検証を⾏なった。 

本研究で⽤いた K+⽋乏条件が植物の成⻑に与える影響を観察したところ、K+

⽋乏条件で⽣育した植物は少なくとも計測期間中において顕著な植物個体サイ
ズの縮⼩や⽩化現象は観察されなかった（図１３）。さらに、K+⽋乏条件にショ
糖を添加することで、仮に光合成活性が低下しているならば、その影響を緩和で
きると考えた。しかし、ショ糖を投与しエネルギー不⾜ではない条件においても、
K+⽋乏条件で引き起こされる周期⻑のばらつきは抑えることができなかった
（図１４A、図１４B）。さらに、K+⽋乏によるその他の⽣理機能の低下が周期
⻑のばらつきを⽣み出している可能性を検証するため、通常よりも K+濃度の⾼
い培地条（K+過剰条件）において概⽇リズムの測定を⾏なった。⼀般に K+は野
外において慢性的に不⾜している元素であり、この条件では⾒た⽬にも⼤きな
変化は観察されなかった⼀⽅で、K+過剰条件でも周期⻑のばらつきの増⼤が認
められた （図１５A、図１５B）。  
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図１３： K+⽋乏条件における成⻑への影響 
通常条件、K+⽋乏条件、より⻑期間の K+⽋乏条件に暴露した条件における、LL
条件下 3⽇⽬での植物体の様⼦。図上部には、実験条件の模式図を⽰した。より
⻑期間の K+⽋乏条件においた植物では、通常条件で⽣育した 7 ⽇齢植物体を K+

⽋乏条件に移植し、さらに 9⽇間⽣育し、その後 LL条件に切り替えた。スケー
ルバーは 1cm。  
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図１４：ショ糖添加時の、K+⽋乏条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 通常条件、およびK+⽋乏条件にショ糖を加えた際の、LHYpro:LUCの個
体ごとの発光リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピークの位置がわかりやすいよ
うにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏っている。(B) 植物個体ごと
の周期⻑の標準偏差（SD）から求めた、周期⻑のばらつき。n = 20。エラーバ
ーは標準誤差を⽰す。* P < 0.05。Student’s t-testを⽤いて、通常条件に 2%シ
ョ糖をくわえた条件との⽐較を⾏った。  
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図１５：K+過剰条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 通常条件、およびK+過剰条件にショ糖を加えた際の、LHYpro:LUCの個
体ごとの発光リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピークの位置がわかりやすいよ
うにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏っている。(B) 植物個体ごと
の周期⻑の標準偏差（SD）から求めた、周期⻑のばらつき。n = 20。エラーバ
ーは標準誤差を⽰す。* P < 0.05。Student’s t-testを⽤いて、通常条件との⽐較
を⾏った。  
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さらに、地上部の概⽇リズムの安定性に対する根からの K+の輸送の重要性を
より詳細に確認するため、⽔耕培地を⽤いて⼀過的に K+を植物に与え、地上部
の概⽇リズムの周期⻑のばらつきを測定した。寒天培地での結果と同様に、K+

⽋乏条件では顕著に周期⻑のばらつきが増⼤していた (図１６A、図１６B)。⼀
⽅で、LL 条件下 9 時間後から 15 時間後までの期間で通常培地に切り替え、⼀
過的に培地中K+濃度を回復させた条件（K+パルス条件）では周期⻑のばらつき
が抑制されていた。こうしたことから、概⽇リズムを安定化させるうえで K+は
常に必要ではないことが明らかとなり、他の概⽇時計の⼊⼒刺激と同様、あるタ
イミングで⼊⼒される⼀過的な刺激が時間情報を伝えている可能性が⽰唆され
た。 

これらの結果から、地上部における概⽇リズムの周期⻑のばらつきは、植物体
内の K+⽋乏シグナルおよびK+⽋乏に伴う⽣理機能の低下が原因ではなく、時間
情報シグナル分⼦としてのK＋が根から地上部へと正常に伝達できなかったこと
が原因であると考えられた。  
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図１６：K+パルス条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 実験条件の模式図。(B) 通常条件、K+⽋乏条件、およびK+パルス条件の、
LHYpro:LUC の個体ごとの発光リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピークの位
置がわかりやすいようにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏っている。
なお、緑帯は K+のパルス処理期間（6h）を⽰す。(C) 植物個体ごとの周期⻑の
標準偏差（SD）から求めた、周期⻑のばらつき。n = 20。エラーバーは標準誤
差を⽰す。* P < 0.05。 Dunnett‘s testを⽤いて、通常条件との⽐較を⾏った。  
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根の PRR7 は地上部への陽イオン輸送の制御に関わる 
 接⽊実験およびK+⽋乏培地を⽤いた実験により、根の PRR7 およびK+の輸送
がそれぞれ地上部における概⽇時計の精度に重要であることが明らかとなった。
これらの結果から、根の PRR7 が K+の輸送を制御することで、地上部における
概⽇時計の精度を向上させている可能性が考えられた。そこで、PRR7 が K+の
輸送を制御しているかどうかを検証するため、道管液を対象に解析を⾏い、イオ
ン濃度の変動を測定した。本研究では、K+の濃度にくわえて、測定が可能であっ
たMg2+およびCa2+の濃度変動に関しても解析を⾏った。発光測定で⽤いた実験
条件と同様に、22°C LD条件下において通常培地で 14⽇間⽣育した植物体を、
新規の通常培地に植え替え、さらに 2⽇間 22°C LD条件でエントレインを⾏っ
た後、LL 条件に移⾏した。LL 条件 48 時間後から 68 時間後の期間で、4 時間
おきにサンプリングを⾏った。また、解析は各サンプリング時刻から 1 時間以
内に、30個体の胚軸先端から得られた道管液に対して⾏った（図１７A）。 
 WT、prr7 および PRR7-OXに対して解析を⾏ったところ、WT では最⼤で２
倍程度のイオン濃度の時間変動が⾒られたのに対して、prr7 および PRR7-OX
の両⽅では K+、Mg2+、Ca2+の道管液中濃度の時間変動がほぼ失われ、K+やMg2+

では低いレベルでほぼ⼀定のイオン濃度を⽰しており（図１７B、図１７C）、
PRR7 が道管液中のイオン濃度の時間変動に関わっていることが⽰唆された。 
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図１７：道管液中陽イオン濃度の変動 
 (A) 道管液採取の様⼦。胚軸の先端部分をマイクロ剪⼑で切断し、内径 0.5 
mmのシリコンチューブを被せる。1 時間のうちに、シリコンチューブ内に溜ま
った滲出液を回収し、イオンクロマトグラフィーを⽤いて解析を⾏った。右上図
は切断の箇所を、右下図はシリコンチューブを被せた状態の実際の様⼦。(B, C) 
道管液中陽イオン濃度（K+, Mg2+, Ca2+）の変動。試⾏ごとの濃度変動を⽰した。  
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 道管液中陽イオン濃度は、外部環境からの陽イオンの取り込み、および道管へ
の陽イオンの積み込みだけでなく、道管を通る⽔の量にも⼤きく左右される。先
⾏研究によって、PRR7 が気孔コンダクタンスを上昇させ、蒸散を促進する可能
性が⽰唆されていたため (Liu et al., 2013)、実際に PRR7 が根における陽イオ
ンの取り込み・輸送を制御しているかどうかについては疑問が残った。そこで、
蒸散速度から単位時間あたりに輸送される⽔分量を測定し、地上部に輸送され
た陽イオンの総量を推定することで、陽イオンの輸送における根の PRR7 の関
与を検証した。なお、蒸散速度の測定は、⼭⼝⼤学 植物細胞シグナル学研究室
の武宮淳史准教授および⼭内翔太博⼠と共同で⾏った。蒸散速度の測定は PRR7
の発現ピークが観察された LL条件 60時間後と、逆位相の LL条件 48時間後で
測定を⾏い、PRR7 が蒸散に及ぼす影響を観察した。LL 条件 48 時間後および
60時間後の両⽅において、WT と⽐べて、prr7 には明確な蒸散速度の変化は観
察されなかったが、PRR7-OXでは顕著に増加していた（図１８A、図１８B）。
この結果は、少なくとも PRR7-OXでは気孔コンダクタンスが上昇し、蒸散速度
が向上していることを⽰している。これは先⾏研究で⽰されていた傾向とも⼀
致している。 
 次に、得られた蒸散速度の平均値と道管液中陽イオン濃度の平均値を乗算す
ることで、単位時間あたりに根から地上部へと輸送される陽イオンの量を推定
した。WT と⽐べて、prr7 では K+、Mg2+、Ca2+の全てで輸送量が低下していた
（図１８C）。また、WT では LL条件 48時間後と 60時間後とで、K+、Mg2+、
Ca2+の全て輸送量の差はほとんど観察されなかったのに対して、PRR7-OXでは
LL条件 60時間後で顕著に輸送量が上昇していた。LL条件において PRR7-OX
は概⽇リズムの振動が完全に消失する形質転換体であるため、この結果には他
の時計遺伝⼦の発現が変化した影響も含まれることが予想されるが、少なくと
も PRR7 が陽イオンの輸送量を直接的または間接的に制御していることが明ら
かとなった。陽イオンの輸送量は、根における培地からの陽イオンの吸収または
道管への積み込み（もしくはその両⽅）に強く依存すると考えられる。このこと
を考慮すると、PRR7 は根における K＋を含む陽イオンの吸収または道管への積
み込みを制御している可能性が⽰された。根の PRR7 およびK+の輸送のそれぞ
れが地上部における概⽇時計の精度に貢献しているとする結果を考慮すると、
PRR7 が K+の輸送を制御することを⽰唆したこの実験結果は、根の PRR7 が K+

輸送の制御を介して地上部における概⽇時計の精度を向上させる可能性を⽰唆
している。  
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図１８：蒸散量、および想定される各イオンの輸送量 
 (A) 通常培地で 2 週間⽣育した後、⼟植えに移⾏し、さらに 2 週間⽣育した
個体を⽤いた。LL 条件下 48 時間後と 60 時間後の蒸散速度を⽰した。48 時間
後よりも 60時間後の蒸散速度が増加傾向にあった個体を⻘、減少傾向にあった
個体を緑で⽰している。⿊線は平均を⽰す。（WT; n = 24, prr7; n = 27, PRR7-
OX; n = 23）。（B）蒸散速度の平均値の⽐較。* P < 0.05。Dunnett’s testを⽤
いて、WT との⽐較を⾏った。(C) 道管液中陽イオン濃度と蒸散速度から算出
した単位時間あたりの陽イオン（K+, Mg2+, Ca2+）の想定される輸送量。  
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根の PRR7 は、AHA1 の発現を介して陽イオンの輸送を制御している可能性がある 
 根の PRR7 が K+を含めた陽イオンの吸収または道管への積み込みを制御する
可能性が⽰されたことから、転写因⼦である PRR7 の直接の下流で陽イオンの
吸収や道管への積み込みに関与する遺伝⼦の探索を⽬指した。公開されている
ChIP-seqのデータの中から、AUTOINHIBITED H+-ATPASE 1 (AHA1)に着⽬
した (Liu et al., 2013)。AHA1 は細胞膜 H+-ATPaseをコードしており、細胞膜
内外での電気化学的勾配の形成を通じてチャネルを介したイオンの移動を促進
する機能をもつ (Palmgren, 2001)。実際、孔辺細胞においては H+-ATPaseが活
性化することで、K+チャネルを介した K+の移動が促進されることが⽰されてい
る (Shimazaki et al., 2007; Kim et al., 2010)。このことから、PRR7 による根か
らの K+輸送の制御に AHA1 が関与している可能性を考えられた。 
 そこで、WT、prr7、PRR7-OXの根における AHA1 の発現を qPCR で確認し
た。WT と⽐べて、prr7 では AHA1 の発現は上昇しており、PRR7-OXでは AHA1
の発現が低下していることが観察された（図１９A）。⼀般に PRR7 を含む PRR
ファミリーの転写因⼦は転写抑制因⼦として機能することが多いことから、こ
の結果は PRR7 が根の AHA1 に対して直接的に発現制御を⾏っているとの仮説
と⽭盾しない結果であった。 
 次に、AHA1 が実際に K+を含む陽イオンの吸収または輸送に関与しているか
どうかを検証するため、aha1 における道管液中の陽イオン濃度を解析した。興
味深いことに、aha1 においても prr7 や PRR7-OXと類似したイオン濃度の表現
型を⽰し、K+、Mg2+、Ca2+の道管液中濃度の時間変動は野⽣型よりも低減して
いた（図１７B、図１９B）。prr7 や PRR7-OXの場合とは異なり、aha1 では蒸
散速度には WT と顕著な差は観察されなかったが、道管液中陽イオン濃度の平
均値と蒸散速度の平均値を乗算することで得られた陽イオンの推定輸送量は K+、
Mg2+、Ca2+のいずれにおいても aha1 で減少する傾向が観察された（図１９C、
図１９D）。このことから、AHA1 も根における K＋を含む陽イオンの吸収また
は道管への積み込みを制御している可能性が⽰された。 
 しかし、PRR7-OX では AHA1 の発現量が低下したことから、ヌル変異体で
ある aha1 は PRR7-OX同じ傾向を⽰すと予想されたにも関わらず、実際には推
定される陽イオンの輸送量においては異なる傾向を⽰し、prr7 と同様に全ての
陽イオンの推定輸送量が低下する傾向が観察された（図１８C、図１９A、図１
９D）。以上のことから、PRR7 による K+輸送の制御は AHA1 の発現制御を介
して⾏われる可能性は⽰唆されたものの、本実験だけからは AHA1 の積極的な
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関与は結論づけられなかった。  
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図１９：蒸散量、および想定される各イオンの輸送量 
 (A) WT、prr7 および PRR7-OX の根における AHA1 の発現パターン。エラ
ーバーは標準誤差を⽰す。n = 3。* P < 0.05。Dunnett’s testを⽤いて、WT と
の⽐較を⾏った。(B) aha1 における道管液中陽イオン濃度（K+, Mg2+, Ca2+）の
変動。試⾏ごとの濃度変動を⽰した。（C）蒸散速度の平均値の⽐較。* P < 0.05。
Student’s t-test を⽤いて、WT との⽐較を⾏った。(D) 道管液中陽イオン濃度
と蒸散速度から算出した単位時間あたりの陽イオン（K+, Mg2+, Ca2+）の想定さ
れる輸送量。  



 58 

根からのシグナル伝達は、ノイズの⼤きい環境条件下での周期⻑の安定性に寄与する
可能性がある 

 ここまでの結果から、地上部から根の概⽇時計に対するシグナル伝達にく
わえて、根から地上部の概⽇時計に対するシグナル伝達が存在し、地上部にお
ける概⽇時計の精度に重要であることが強く⽰唆された。同質の２つの振動⼦
が結合した単純な２振動⼦モデルを⽤いた研究から、振動⼦の結合が互いの⽣
み出すリズムを安定化し、ノイズの影響を⼩さくすることが知られている 
(Forger and Peskin, 2005)。本研究で観察された、根の PRR7 が地上部におけ
る概⽇時計の精度に貢献するのは、地上部と根の概⽇時計が互いに結合するこ
とによって引き起こされている可能性が考えられた。しかし、近年の報告か
ら、周期⻑や振幅の違いといった概⽇時計の組織特異性、相互作⽤における情
報伝達の速度やシグナル強度の違いなどが明らかになりつつあり、実際の地上
部−根間における概⽇時計の相互作⽤はより複雑であることが予想された。少
なくとも、これまでの単純な 2振動⼦モデルでは以下の四つの点について考慮
されていない。 

第⼀に、地上部と根の概⽇時計は同質な振動⼦ではない (Takahashi et al., 
2015; Greenwood et al., 2019; Chen et al., 2020)。根の概⽇リズムは地上部の概
⽇リズムよりも⻑周期かつ低振幅であるが、これまでの数理モデルでは同質な
概⽇時計を前提としていた。 

第⼆に、地上部と根の間でのシグナルに対する感受性には違いがある。先⾏
研究によって、根の概⽇リズムは地上部の概⽇リズムの周期、振幅、位相の影
響を強く受ける⼀⽅で、地上部の概⽇リズムが根の概⽇リズムから受ける影響
は⼩さいことが⽰唆されている (Takahashi et al., 2015)。しかし、⼀⽅の振動
⼦が他⽅への振動⼦に与える影響は計算の簡便さから等価とされていた。 

第三に、シグナル伝達が維管束を介した物質輸送にかかる時間遅れを考慮し
ていない。道管液および篩管液の流速から、地上部−根間での物質のやり取り
に約 0.5 ~ 1.0 時間ほど要することが⽰唆されている (Knox et al., 2018; Endo et 
al., 2019)。これまでの数理モデルでは、現実に即した時間遅れは考慮されてお
らず、ある振動⼦への影響は即座にもう⼀⽅の振動⼦に伝わると仮定されてい
た。 
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第四に、地上部と根が受ける環境ノイズの⼤きさは異なる。実際、公開され
たデータベースより取得したアメリカ 3都市における⼤気中と⼟中の温度およ
び⽔分量の時系列データ（図２０A、図２０B; 

https://www.ncei.noaa.gov/pub/data/uscrn/products/hourly02/2019/）を
Seasonal Trend-decomposition procedure based on Loess (STL)分解することで、⻑
期的な変動を⽰すトレンド、周期的な変動を⽰すサイクル、および時系列デー
タからそれらを引いた残差（ノイズ）に分解した。⼟中と⼤気中のノイズの⼤
きさを⽐較したところ、⼤気中（地上部）の⽅が気温および湿度の変動にノイ
ズが⼤きく、根は⽐較的ノイズが低い環境であることが⽰された (図２０C)。
しかし、2振動⼦モデルは主に理論的な枠組みでしか考えられてこなかったこ
とから、ノイズの強さが異なる仮定は⼊っていない。  
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図２０：2019 年における、アメリカ 3都市での気温および湿度の変動 
 2019年春におけるアメリカ３都市（Cape Charles, Durham, Redding）におけ
る気温（または地温） (A)と絶対容積湿度(B) を⽰した。(C) STL 分解によっ
て算出された残差。 (D) アメリカ３都市の位置。Cape Charles; n = 576, 
Durham; n = 624, Redding; n = 528。 
  



 62 

 共同研究者である九州⼤学 ⽣体情報数理学講座 伊藤浩史・准教授および森
史・助教の指導のもと、私⾃⾝がこうした事実を取り込んだ数理モデルを構築し、
これを⽤いることで、根の概⽇時計が地上部における概⽇時計の精度に貢献す
るかどうかを検証した。 
 本研究で新たに確⽴したモデルでは、周期⻑の異なる 2 つの振動⼦を結合さ
せ、その結合強度と時間遅れ、および各振動⼦に⼊⼒されるノイズの⼤きさを調
節している（図２１）。地上部モデルと根モデルの⽰す挙動は、周期と振幅の情
報を含んだ𝑧!と𝑧#の複素変数でそれぞれ⽰した。𝛼!と𝛽!、および𝛼#と𝛽#は、それ
ぞれ地上部モデルと根モデルの振動体が⽰す固有振動⼦数および振幅を決定す
る定数であり、地上部モデルと⽐べて根モデルがより⻑周期で低振幅になるよ
うに設定した。地上部モデルと根モデルに⼊⼒されるノイズは𝜉!(𝑡)と𝜉#(𝑡)とし
て設定し、その強度を𝐷!と𝐷#で調整した。シグナル伝達に伴う時間遅れはΔ𝑡で
設定し、結合強度の強さは𝑘で設定している。  
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図２１：構築した数理モデルの模式図 
 𝛼!𝑧!(𝑡) − 𝛽!|𝑧!(𝑡)|#𝑧!(𝑡)と𝛼#𝑧#(𝑡) − 𝛽#|𝑧#(𝑡)|#𝑧#(𝑡)は時間𝑡における、地上部と
根の振動⼦が⽰す位相および振幅である。𝑘!𝑧!(𝑡 − Δ𝑡)と𝑘#𝑧#(𝑡 − Δ𝑡)は、それぞ
れ地上部と根からの⼊⼒シグナルを⽰している。2𝐷!𝜉!(𝑡)と2𝐷#𝜉#(𝑡)はそれぞれ
地上部と根に⼊⼒されるノイズを⽰す。  
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 このモデルを⽤いて、振動⼦間におけるシグナル伝達が与える周期⻑のばら
つきへの影響を検証した（図２２A、図２２B）。2 振動⼦が独⽴している条件
と⽐較して、「根から地上部への結合」のみ、あるいは、「地上部から根への結
合」と「根から地上部への結合」の両⽅がある条件では、地上部における概⽇リ
ズムの周期⻑のばらつきは低下しており、概⽇リズムが安定化することが⽰さ
れ、とくに双⽅向の結合がある時にもっとも概⽇リズムは安定化した。⼀⽅で、
「地上部から根への結合」のみの条件では、地上部の⽰す周期⻑のばらつきに変
化は観察されなかった。このことから、根から地上部へのシグナル伝達は、地上
部における周期⻑の安定化に貢献しうることが⽰された。 
 こうした結果は、本研究で植物を⽤いた実験で観察されてきた場合にも、これ
と同様の地上部と根の概⽇時計が互いに時間情報を伝達しあうことで、概⽇リ
ズムを安定化していることを⽰唆するものであった。しかし、こうした結果が特
定のパラメーターでしか⾒られない極めて限定的な結果である可能性があった
ため、より広いパラメーター空間においても同様の結果を導けるのかを確認す
るため、ノイズ、結合強度、時間遅れのそれぞれについてグリッドサーチを⾏い、
2 つの概⽇時計の双⽅向的な結合が概⽇リズムを安定化するという結果の⼀般
性を検討した。ただし、実際の⾃然条件を鑑みて、ノイズパラメーターに関して
は地上部モデルがより強いノイズを受ける範囲（𝐷! ≥ 𝐷#）で、結合強度のパラ
メーターに関しては地上部からの影響がより強くなる範囲（𝑘! ≥ 𝑘#）で、時間
遅れのパラメーターに関してはΔ𝑡が 0 ~ 3 時間となるような範囲でグリッドサ
ーチを⾏った。 
 2 振動⼦が独⽴している条件と⽐較して、「根から地上部への結合」のみ、あ
るいは、「地上部から根への結合」と「根から地上部への結合」の両⽅がある条
件では、これら 3 つのパラメーターに関して⾏ったグリッドサーチの範囲全体
にわたって地上部の⽰す周期⻑のばらつきが抑えられ、概⽇リズムは安定化し
ていた（図２３A、図２３B、図２３C）。 
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図２２：結合の有無による周期⻑のばらつきへの影響 
 (A) 地上部の振動⼦が根の振動⼦に相互に接続されている場合（双⽅向性結
合）、⼀⽅の結合のみが維持されている場合（根から地上部のみ、地上部から根
のみ）、振動⼦が結合されていない場合（結合なし）でのシミュレーション結果
（n = 50）。(B) 植物個体ごとの周期⻑の標準偏差（SD）から求めた、周期⻑
のばらつき。 
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図２３：グリッドサーチによるパラメーターの⼀般性の検証 
 （A, B） ノイズおよび結合強度の値について、結合なし条件に対する周期⻑
のばらつきの⼤⼩を⽰した。⾚はよりばらつきが⼤きく、⻘はばらつきが⼩さい
ことを意味する。（C） 時間遅れのパラメーターに対する結果。n = 50。エラー
バーは標準誤差を⽰す。  
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ショ糖合成の阻害は、周期⻑のばらつきを増⼤させる 
 数理モデルを⽤いたシミュレーションの結果から、植物が地上部と根の概⽇
時計が相互作⽤することで、より安定した概⽇リズムを実現している可能性が
考えられた。根の PRR7 がショ糖条件と DCMU 条件で発現量が変化し、また
PRR7 が K+を含む陽イオンの輸送に関与すること（図７A および図１８）を考
え合わせると、地上部からのショ糖輸送が根の PRR7 の発現制御を介して陽イ
オンの輸送を制御している可能性が考えられた。そこで、ショ糖条件および
DCMU条件における道管液中陽イオン濃度を測定したところ、いずれの条件に
おいても野⽣型で⾒られたようなイオン濃度の時間変動は失われ、どの時間に
おいてもほぼ⼀定の陽イオン濃度であった（図２４）。この結果は、prr7 および
PRR7-OXあるいは aha1 においてイオン濃度の時間変動が失われていた結果と
⼀致していた（図１７B、図１７C、図１９B）。 
次に、これらの条件における地上部での周期⻑のばらつきを測定したところ、

DCMU 条件において顕著に周期⻑のばらつきが増⼤していた（図２５A、図２
５B）。この結果は、DCMU による光合成反応の阻害が地上部における概⽇時
計の精度を低下させることを⽰している。DCMU による光合成反応の阻害によ
る副作⽤の可能性が排除できていないものの、DCMU 条件で根からの K+輸送
を変化したことから、ショ糖輸送が K+輸送の制御を介して地上部における概⽇
時計の精度を向上させている可能性が⽰唆された。⼀⽅で、ショ糖添加は道管液
中陽イオン濃度に影響を与えたにも関わらず、周期⻑のばらつきを増⼤させな
かった（図２５A、図２５B）。この結果は、ショ糖が別の作⽤機序により地上
部での周期⻑の安定化に重要である可能性を⽰唆している。過去の研究におい
ても、ショ糖が周期⻑の維持に重要である可能性が⽰唆されており、本研究での
結果と⽭盾していない (Knight et al., 2008)。 
 これらの結果から、根の PRR7 の制御を介して、地上部と根の概⽇時計が栄
養素の輸送を介した双⽅向性の結合を形成し、概⽇時計の精度を向上させてい
る可能性が⽰唆され、数理モデルから理論的に⽀持された地上部と根の双⽅向
的な結合の重要性をさらに指⽰する結果を得た（図２６）。  
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図２４：ショ糖および DCMU 条件における、道管液中陽イオン濃度の変動 
 ショ糖および DCMU条件における道管液中陽イオン濃度（K+, Mg2+, Ca2+）
の変動。試⾏ごとの濃度変動を⽰した。  
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図２５： DCMU およびショ糖条件における LHYpro:LUC の発光リズム 
 (A) 通常条件、DCMU 条件、およびショ糖条件における LHYpro:LUC の個
体ごとの発光リズムを⽰す。それぞれの波形は、ピークの位置がわかりやすいよ
うにトレンド除去処理および振幅の減衰補正を⾏っている。(B) LL条件下 120
時間以内に観察できる 4 つの周期の⻑さを個体ごとに測定し、平均周期⻑およ
び周期⻑のばらつき（標準偏差, SD）を算出した。n = 15。エラーバーは標準誤
差を⽰す。 * P < 0.05。 Dunnett‘s testを⽤いて、通常条件との⽐較を⾏った。 
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図２６： 地上部と根の概⽇時計間で⾏われる時間情報伝達のモデル図 
 地上部から根の概⽇時計へと向けた時間情報伝達は、概⽇時計による制御を
受けたショ糖の輸送リズムが関与し、根における PRR7 を含む時計遺伝⼦の発
現制御を介して⾏われていることが⽰唆された。また、根の PRR7 およびK+輸
送のリズムがそれぞれ地上部における概⽇リズムの周期⻑の維持に重要である
ことが明らかとなった。導管液中イオン濃度の解析から、PRR7 が K+の輸送を
制御することで、周期⻑の維持を⾏っている可能性が考えられた。また、数理モ
デルによるシミュレーションおよび DCMU を⽤いた実験から、根の PRR7 が
栄養素を介した地上部と根の概⽇時計間でのカップリングを形成している可能
性が⽰唆された。 
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柵状組織および海綿状組織の単離技術の開発 
 これまでの実験から、根からの K+輸送が地上部における概⽇時計の精度に寄
与することが明らかとなった。図８に⽰すとおり、植物個体全体を計測した際の
概⽇リズムのほとんどは葉における概⽇リズムに由来しており、これまでの結
果は地上部、とくに葉⾁組織における概⽇リズムを反映していると考えられる。 
 K+は光合成活性に関わる酵素の補酵素として機能することが知られているこ
と、本研究からショ糖が地上部から根への時間情報伝達物質であることが明ら
かとなったこと、数理モデルからは地上部と根の双⽅向的な結合が概⽇リズム
の安定性に重要であると予想されていることを考慮すると、根から地上部へと
輸送された K+は葉⾁組織における光合成機能を通じて概⽇時計の安定化に関わ
っていると考えられた。 
 さらに、葉⾁組織の中でも K+の分布は柵状組織に多く、海綿状組織に少ない
ことがアッケシソウの仲間の植物においては報告されている (David and James, 
1985)。さらに、道管はおもに柵状組織と隣接していることなどから、K+の輸送
を介した概⽇時計の制御には柵状組織と海綿状組織で違いが⽣じている可能性
が考えられ、柵状組織と海綿状組織のそれぞれでの概⽇リズムを計測すること
が、概⽇リズムの安定性における K+の作⽤機序を明らかにするうえで重要とな
る。 
 葉⾁細胞は葉の表側に位置し、葉緑体が多く含まれた円筒形の細胞が密に並
んだ柵状組織と、葉の裏側に位置し、多くの空気間隙が存在する海綿状組織に分
けられる (Terashima and Saeki, 1983; Vogelmann and Martin, 1993; Vogelman 
and Evans, 2002)が、葉⾁細胞を解析する⼿法としては⼀般的であるプロトプラ
スト単離ではこれらの細胞を分けることはできない。そこでこの問題に取り組
むための第⼀歩として、柵状組織と海綿状組織を単離する技術の開発を⾏った。 
単離技術の開発にあたって、テープを使⽤した単離⼿法に着⽬した (Wu et al., 
2009; Endo et al., 2016)。これらの⼿法では、簡便かつ迅速に葉⾁、維管束、表
⽪の単離に成功している。この⼿法を改良することで、簡便かつ迅速に柵状組織
および海綿状組織の単離ができると考えた。まず、これら２つの組織細胞の形態
がより明瞭に変化している光条件を探索した。柵状組織に特徴的な細胞形態で
ある円筒形の形状は、強光下においてより促進されるということが先⾏研究よ
り明らかであったため、実験室条件で可能であった強光条件 (250 µmol m-2 s-1) 
で⾏った。 
 形態上の違いが明瞭に現れているかを確認するため、野⽣型の第 3 葉を⽤い
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てテクノビット切⽚を作製・観察したところ、明瞭な違いが確認された（図２７
A)。この条件下で、柵状組織・海綿状組織の分離技術を検討した。いくつかのテ
ープの組み合わせを試⾏したところ、ラベルテープ (Shamrock)で本葉を挟み込
み、剥がすことで簡便にかつ迅速に⾏えることが分かった(図２７B)。分離が⼗
分であるかを確認するため、テープによる分離後、柵状組織および海綿状組織が
あると推定される部分の寒天切⽚の作製および顕微鏡観察によって確認した。
柵状組織があると推定される部分の寒天切⽚では、主に円筒形の細胞が⼀列に
並び、密に詰まっていることが確認されたことから、柵状組織の細胞が主に分離
できていると考えられた（図２８A）。さらに海綿状組織があると推定される側
では、光学顕微鏡画像から多くの空気間隙が観察でき、気孔も確認された（図２
８A）。 
 以上のことから、本研究で開発した⽅法によって柵状組織および海綿状組織
の分離が⼗分であると確認された。テープによる分離では、完全に葉全体を柵状
組織および海綿状組織に分離できないため、テープとともに酵素液に浸し、プロ
トプラスト化して回収することが困難であると考えられた。そのため、RNase 
inhibitor を含む酵素液を、分離が問題なく出来ていると思われる部分だけに注
いだ。その場でピペッティングを⾏い、表⾯に露出したそれぞれの組織細胞を回
収した。この酵素液を顕微鏡で観察したところ、細胞内容物が確認された。この
酵素液から RNA抽出キット (RNeasy Plant mini Kit、QIAGEN)を⽤いて RNA
を回収した。分離の精度が⼗分であるかを遺伝⼦レベルで詳細に確認するため、
これらの RNA を⽤いて半定量 RT-PCR を⾏った。本葉における柵状組織およ
び海綿状組 織特異的 なマーカー 遺 伝 ⼦ の 報 告 は無い た め 、代替的 に
FILAMENTOUS FLOWER（FIL）の発現を分離の指標とした。FIL は、葉の発
⽣段階初期において、葉の裏側に発現が⾒られる遺伝⼦であることが知られて
いる。海綿状組織があると推定される部分で FIL の発現が強く⾒られた(図２８
B)、この分離技術による柵状組織と海綿状組織の分離は⼗分であることが確認
された。 
 この⼿法は、今後、K+の輸送がどのようにして概⽇時計を制御しているかを
明らかにするうえで重要な基盤技術となると期待される。  
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図２７：組織単離の様⼦ 
 (A) 強光条件下（250 µmol m-2 s-1）で育成した際のテクノビット切⽚。(B) テ
ープによる単離後の様⼦。スケールバーは 5 mm。 
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図２８：組織単離後の分離の様⼦ 
 (A) 単離後における柵状組織側（左）と海綿状組織側（右）の様⼦。左は断⾯
図を⽰しており、右は単離後の様⼦を上部から撮影した。スケールバーは左図が
50 μm、右図が 100 μm。(B) 単離後した組織からの半定量 RT-PCR。左は内部
標準遺伝⼦の IPP2を、右には FIL を表⽰している。 
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考察 
 
 根は栄養に関連したシグナルを地上部へと送ることで、下流因⼦を制御し、栄
養 素 の 輸 送 や取り込み を調節し て い る 。 た と えば、C-TERMINALLY 
ENCODED PEPTIDE (CEP)ペプチドや trans-zeatin 型サイトカイニンは、窒
素⽋乏を感知した根から地上部へと輸送され、地上部における窒素⽋乏応答を
引き起こす (Kiba et al., 2013; Ko et al., 2014; Tabata et al., 2014)。また、スト
リゴラクトンやエチレンの前駆体であるアミノシクロプロパン-1-カルボン酸は、
それぞれリン酸（Pi）および K+⽋乏に応じて産⽣され、根からのシグナル伝達
物質として機能することが知られている (Kohlen et al., 2011; Martínez-Andújar 
et al., 2016)。本研究では、道管を介した周期的な K+の輸送が根からのシグナル
伝達として機能し、地上部における周期⻑の維持に寄与していることを明らか
にした。いくつかの⽣物種において、K+の取り込みや輸送が概⽇時計による制
御を受けることが報告されている (Kondo and Tsudzuki, 1978; Sato et al., 1985; 
Feeney et al., 2016)。特に、ウキクサにおいて培地中からの K+の取り込みが概
⽇リズムを⽰すことが⽰されている。さらに、近年の研究から K+そのものがシ
グナル伝達物質として機能する可能性が⽰唆されている。これらの報告は、K+

の輸送が地上部の概⽇時計に作⽤するとする本研究の結果を⽀持している。本
研究で明らかとなった道管液中の K+濃度の変動がどのようにして感知され、概
⽇時計に作⽤するかの分⼦メカニズムは不明のままである。しかし、本研究の数
理モデルでは、振動⼦間の結合はリズムの位相に作⽤するモデルを使⽤してお
り、位相への作⽤のみで周期⻑のばらつきを抑制することが出来ることが⽰さ
れた。この結果は、K+濃度の変動が、概⽇リズムの位相に作⽤することで周期⻑
の維持に寄与している可能性を⽰唆している。道管液中 K+濃度をより精密に変
化させる実験を⾏うことで、K+濃度の変動がどのようにして周期⻑の維持を⾏
なっているかが明らかになると考えられる。 
 
本研究では、K+の輸送が地上部における周期⻑の維持に重要な役割を持つこと

が⽰された。同様に、Fe2+⽋乏が K+⽋乏と同様に地上部における周期⻑の維持
に関与していることも観察された（図１１）。いくつかの陽イオンの⽋乏や過剰
条件は、その電気化学的勾配の維持を背景に他の陽イオンの輸送や吸収に影響
を与えることが知られているが、K+⽋乏と Fe2+⽋乏条件はそれぞれ互いのイオ
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ンの蓄積量に⼤きく影響を与えないことから、互いのイオンの輸送や吸収にほ
とんど影響しないことが⽰唆される (Forieri et al., 2017)。他の報告では、K+の
供給が Fe2+の根から地上部への輸送を促進することが⽰されているものの、K+

の供給時の地上部 Fe2+の蓄積量の増加は⼗分ではなく、通常条件で⽣育した際
の約 0.7倍に留まっている (Ye et al., 2019)。また、K+および Fe2+を含まない培
地と⽐べても、地上部 Fe2+の蓄積量の回復は僅かなものである (Ye et al., 2019)。
したがって、low-K+および low-Fe2+条件で観察された周期⻑のばらつきの増⼤
は、⼀⽅のイオン⽋乏が他⽅のイオンの輸送を妨げることに由来したものでは
ないと考えられる。 
 K+および Fe2+⽋乏条件の両⽅で有意に発現変動する遺伝⼦に重複は少ない

ものの、公開されたマイクロアレイの結果では時計遺伝⼦ GI が K+および Fe2+

⽋乏条件の両⽅で最も発現誘導された遺伝⼦の⼀つに挙げられている (Forieri 
et al., 2017)。GI タンパク質は、概⽇時計の構成要素として数えられる ZTL と
相互作⽤し、ZTL タンパク質の安定化させる。E3 ユビキチンリガーゼである
ZTL は、時計遺伝⼦ TOC1タンパク質の分解を促進することで、概⽇リズムに
作⽤する。また、TOC1 タンパク質の安定化が概⽇リズムの位相に作⽤するこ
とが⽰されており、TOC1 タンパク質の蓄積量の正確な制御が概⽇リズムの精
度に関与することが⽰唆されている (Yan et al., 2021)。これらのことを考慮す
ると、本研究で観察された周期⻑への影響は GIの発現制御を介して⾏われてい
るかもしれない。また、GIは鉄⽋乏シグナルの概⽇時計への⼊⼒に関わる可能
性が⽰唆されており (Chen et al., 2013; Hong et al., 2013)、この仮説を⽀持し
ている。ただし、これらのマイクロアレイは全て解析対象を根としている。ショ
糖シグナルへの応答にも⾒られたように、地上部と根の概⽇時計では環境シグ
ナルへの応答が異なっていることが考えられるため、K+⽋乏に対する応答が地
上部と根の概⽇時計で異なる可能性が残ることには留意しておくべきだろう
（図７）。また、本研究で、周期⻑のばらつき増⼤には K+⽋乏または K+⽋乏シ
グナルが原因ではなく、K+の輸送が重要であると考えられた（図１２、図１６）。
K+の濃度（または蓄積量）を感知することで GIの発現制御が⾏われているかど
うかは不明であるため、更なる解析が必要と考えられる。 
 
 植物個体全体を対象とした研究により、PRR7 の発現がショ糖によって制御さ
れることが⽰されている (Haydon et al., 2013; Frank et al., 2018)。根の概⽇リ
ズムが地上部に同調することや、ショ糖が維管束を通じて根へと輸送されるこ
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とを考えると、ショ糖が地上部から根へと輸送される時間情報伝達物質として
機能する可能性が⽰唆されてきた (Takahashi et al., 2015)。しかしながら、植物
個体全体を対象とした解析は組織量の多い地上部（主に葉）での応答を反映して
いると考えられる。そのため、ショ糖の輸送が根の概⽇時計に与える影響につい
てはほとんど不明であった。本研究では、根のみを解析対象とすることで、根に
おけるショ糖の蓄積量が概⽇振動を⽰し、かつ根の PRR7 がショ糖応答性を有
することが明らかとなった（図７）。根が⾮光合成器官であることを考慮すると、
根で観察されたショ糖量の変動はショ糖輸送のリズムを反映していると考えら
れる。これらの結果から、地上部の概⽇時計がショ糖の輸送リズム、およびショ
糖による根の PRR7 の発現制御を介することで、根の概⽇時計に時間情報を伝
達している可能性が⽰唆された。⼀⽅で、PRR7 と同じファミリーに属する PRR5
と PRR9の発現についても、明瞭なショ糖応答性が観察された（図７）。また、
CCA1 も DCMU処理に応じて発現が上昇していることが観察されている。興味
深いことに、これら３つの時計遺伝⼦（PRR5, PRR9, CCA1）のショ糖および
DCMU添加に対する発現量の変化は、地上部（葉）においては観察されていな
い。こうした応答性の違いは、恐らく地上部（葉）および根の概⽇時計の器官特
異性に由来するものであると考えられる。実際、イネにおいては DCMU処理に
対する CCA1 の発現変動が、地上部と根で異なることが報告されており、ショ
糖に対する応答性が器官ごとに異なっている可能性を⽰唆している (Wang et 
al., 2020)。また、地上部（葉）と⽐べて、根においてより多くの時計遺伝⼦がシ
ョ糖応答性を⽰したことは、根の概⽇時計がショ糖シグナルに対してより鋭敏
に応答している可能性を⽰唆している。環境変動が⽐較的⼩さく、時間情報の取
得が難しい環境にある根の概⽇時計は、地上部からのショ糖輸送に鋭敏に応答
することで、正確に時間情報を取得しようとしているのかもしれない。 
 
 今回⾏った道管液の時系列解析によって、陽イオンの輸送に根の PRR7 が関
与していることが明らかとなった（図１７B、図１７C）。多くの先⾏研究から、
PRR ファミリー（特に PRR5, PRR7, PRR9）の遺伝的冗⻑性が報告されており、
これら遺伝⼦の単独変異体で観察される表現型が弱いことが多い (Farré et al., 
2005; Nakamichi et al., 2005; Salomé and McClung, 2005)。しかしながら、今回
の実験では PRR7 の単独変異体において、顕著に陽イオンの輸送が変化してい
ることが明らかとなった。このことは、根の PRR7 が陽イオンの輸送を特異的
に調節している可能性を⽰唆している。PRR ファミリー遺伝⼦は別の転写因⼦
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と相互作⽤することで、下流遺伝⼦の発現制御を⾏っていることが知られてい
る (Nakamichi et al., 2012; Liu et al., 2016; Hayama et al., 2017; Zhang et al., 
2020)。このことを考慮すると、陽イオンの輸送に関する PRR7 の特異的な機能
は、相互作⽤因⼦の違いによって⽣み出される可能性があるかもしれない。
PRR7 を対象とした組織特異的な相互作⽤因⼦の解析などが今後重要となると
考えられる。 
 
 ChIP-seq (Liu et al., 2013)の結果から、PRR7 の下流で AHA1 が機能してい
る可能性を⾒出し、発現解析の結果などから PRR7 が AHA1 の発現制御を⾏っ
ていることが⽰された（図１９A）。しかし、表現型解析のレベルでは PRR7 の
下流で AHA1 が中⼼的な役割をもって陽イオンの輸送を制御していることを⽰
す決定的な証拠を得ることが出来なかった（図１９B、図１９C、図１９D）。
しかし、AHA1 はショ糖シグナルを受容することでリン酸化修飾を受けて活性
化されることで、強い H+輸送の効果を⽣み出すことが知られている (Okumura 
et al., 2016)。本研究においては、PRR7 が転写因⼦であることに着⽬して、AHA1
の転写制御のみに着⽬していたが、活性化された AHA1 タンパク質の量や、膜
電位の測定などを加えることで、実際に PRR7 による AHA1 の発現制御の重要
性を明らかにできると考えられる。AHA1 は根から地上部への他のシグナル伝
達に関与することが報告されている (Ladwig et al., 2015; Kumari et al., 2019; 
Shao et al., 2020)ことを考慮すると、根の PRR7 が AHA1 の制御を介すること
で陽イオンの輸送を制御し、地上部における概⽇時計の精度に寄与している可
能性は⼗分に考えられる。 
 
 これまでの概⽇時計に関する研究では、複数の個体から測定された概⽇リズ
ムの平均を評価した研究が主流であった。本研究では、１個体内における周期⻑
のばらつきに着⽬することで、根の概⽇時計（とくに PRR7）が地上部における
周期⻑の維持に重要であることを明らかにすることが出来た（図９）。また、今
回着⽬した周期⻑の安定性と、平均周期⻑または振幅との間には明確な相関関
係が認められなかった。このことは、周期⻑の安定性が、平均周期⻑や振幅とは
独⽴した新たな概⽇リズムのパラメーターとして注⽬に値することを⽰唆して
いる。また、周期⻑の安定性は概⽇時計の頑健性を評価する上でも重要なパラメ
ーターとなり得る。概⽇時計の頑健性は、下流因⼦および⽣理応答の制御におけ
る時間的な正確性に繋がる (Abraham et al., 2010; Yan et al., 2021; Greenwood 
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et al., 2022; Wu et al., 2022)。実際、イネの花成制御メカニズムにおいて、僅か
30 分の⽇⻑変化を感じ取ることができ、花成関連遺伝⼦の発現に影響すること
が知られている (Itoh et al., 2010)。今回発⾒した概⽇時計の頑健性を維持する
メカニズムは、このような⽣理応答を適切に制御する上で重要である可能性が
ある。概⽇時計の頑健性によって⽣理応答がどれほど正確に制御され、またその
制御がどれほど重要であるかは、今後重要な研究対象となると考えられる。  
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