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要旨 
生物は刻一刻と変化する自然環境の中で進化し、環境変動に適切に応答する機構を獲得

してきた。とくに地球の自転に伴う 24 時間周期の環境変動を予測し、先んじた応答を可能

とする概日時計は様々な生物にみられる。概日時計は生物の内部に約 24 時間周期の振動を

生み出す機構であることが明らかとなっており、この振動が昼夜サイクルへと同調するこ

とで外環境変動の予測が可能となると考えられている。植物においては、時計遺伝子群が

フィードバックループを構成することで、この概日振動を生成することが明らかとなって

いる。そのため、多細胞生物の個体内では、個々の細胞が独立に概日振動を生成する細胞

時計として機能すると考えられる。このことは、植物において観察される個体レベルでの

概日振動が、多細胞の振動が統合された結果であることを意味している。しかしながら、

植物個体内における細胞時計の挙動に関する知見は乏しく、リズムの安定性や細胞間での

バラつきなど基本的な性質すらわかっていないのが現状である。そこで本研究では、ウキ

クサ植物におけるパーティクルガンによるルシフェラーゼ発光レポーター導入技術を利用

することで細胞レベルから植物の概日時計機構を理解することを目指した。 
第 1 章では、個体内における個々の細胞の遺伝子発現変動を測定する技術の開発を行っ

た。パーティクルガンによる遺伝子導入では、個体表面近くの細胞に遺伝子がまばらに導

入される。この点に注目し、発光レポーターをパーティクルガンで植物個体に導入し、高

感度カメラでイメージングすることで、個々の細胞由来の発光を分離して測定することを

試みた。材料として小型で平坦なウキクサ植物を用いたことにより、個体全体から 50 細胞

以上の発光シグナルを取得することに成功した。さらに、概日発現型発光レポーターを用

いることで、個々の細胞時計が示す挙動を長期間にわたって観察できることを示した。ま

た、レポーターが導入される細胞の種類や、細胞発光特性の導入 DNA 量依存性について解

析を行い、本測定系を使用した解析の基盤となる知見をまとめた。 
 第 2 章では、開発した１細胞発光測定系を用いてイボウキクサ個体内における個々の細

胞の概日リズムを解析し、植物の概日時計を多細胞系として理解することを目指した。ま

ず、連続明条件や連続暗条件といった定常条件下では、各細胞の概日リズムは徐々に脱同

期し、個体全体での時間情報の共有が長期間は維持できないことが明らかとなった。脱同

期が生じる要因として、細胞間で概日リズムの周期が異なること、個々の細胞の周期自体

が不安定であることが推定された。個体全体では脱同期が見られた一方で、脱同期時の細

胞が示す概日リズムの位相差は近傍細胞で低い傾向がみられた。このことは、細胞間に互

いの概日リズムを同期させるような相互作用が働いていることを示唆している。しかしな

がら、相互作用の強度は細胞時計間の周期不均一性や、細胞時計自体の周期不安定性を打

ち消すほど大きくはなく、個体全体で細胞時計を同期させることはできないと考えられた。

次に、細胞時計が脱同期状態にある植物個体に明暗条件を与え、個々の細胞の概日リズム

が外環境変動へ応答する様子を観察した。その結果、位相の異なる細胞発光リズムが外部
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明暗周期に同調していく過程が観察できた。解析の結果、個々の細胞発光リズムは 2 日で

外部明暗条件へ完全に同調し、同調過程における細胞時計の挙動は、明暗条件前の位相に

のみ依存すると考えられた。このことは、個体内の細胞は各々の時間情報に従い、細胞自

律的に明暗条件に同調することを示唆している。さらに、明暗条件下において、細胞発光

リズムの位相は個体内に空間パターンを形成することを発見した。これはウキクサ葉状体

の中心部の細胞において位相が先行するというパターンであり、再現よく観察できた。ま

た、明暗条件への同調前の細胞発光リズムの周期・位相に同様のパターン構造が見出され

なかったことから、明暗条件下における位相の空間パターンは、細胞の位置情報に基づき

新たに形成されると考えられた。以上の解析から、植物個体内の細胞は、連続明条件では

独立した時計として振る舞うが、明暗条件下では連結した時計として機能し得ることが明

らかとなった。 
 第 3 章では、ウキクサ植物にみられる個体レベルの概日リズムの多様性について解析を

行った。ここではパーティクルガンによる遺伝子導入の簡便さに注目し 4 属 5 種のウキク

サ植物 9 株へ概日発現型発光レポーターを導入し、発光変動の測定行った。明暗条件下で

は、測定を行った株すべてで発光変動の明瞭な日周リズムが観察された。連続明条件では、

概日リズムの周期や安定性に多様性がみられた。このことからウキクサ植物の概日時計に

おいて、昼夜サイクル下で時間情報を保持する機構は保存されているが、その分子機構は

ある程度多様化していることが示唆された。また、本解析を進める上で、様々なウキクサ

植物における生物発光の測定を同一条件で行うことができる培養培地の開発に成功した。 
本研究で構築した１細胞発光測定系により、これまで知見の乏しかった植物個体内に

おける細胞概日時計の基本的性質を明らかにすることができた。また、本研究で発見さ

れた明暗条件下における位相空間パターンは再現よく観察できるため、この空間パター

ンの形成機構を解析することで、細胞時計間の相互作用機構の研究を実証的に進めるこ

とができる。さらに、維管束組織の発達度や個体サイズに大きな多様性があるウキクサ

植物を用いることで、個体の構造が細胞時計集団の挙動に与える影響を検証することが

可能になると考えている。 
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序章 

植物における概日時計研究の現状と課題 
 

概日時計の発見 

生物が日々さらされている自然環境は、刻一刻と変化する。とくに地球の自転に起因す

る２４時間周期の環境変動は自然界のいたるところに見出すことができる。この日周変動

は天体の運行というきわめて正確な自然現象により生じるため、ある程度の予測が可能で

ある。地球上の多くの生物は概日時計を体内に保持することで、それぞれの生活環境にお

ける日周変動を予測し、先んじて適応的な行動を行っている。概日時計は生物の内部に 24
時間周期の振動を作り出す仕組みであり、この振動を昼夜サイクルへと同調させることで

環境変動の予測を可能にすると考えられている。つまり、概日時計が生成する振動は、入

力系を通して受け取った刺激により外環境変動へと同調し、出力系を通して多くの生理現

象へと伝えられる（図 0.1）。この機構を用いて生物は日々の規則正しい生命活動を行って

いる。例えば、ニワトリは早朝陽が昇る前に鳴きはじめ、ショウジョウバエは朝と夕方に

活動し、インゲンの葉は夜間に閉じ朝に開く。 

 
図 0.1 植物における概日時計システム 
植物は、体内の概日時計が生成する振動（リズム）を昼夜サイクルに同調させることで、種々の

生理現象を効率よく運用している。外部環境からの時計への入力は同調因子としても、出力のト

リガーとしても作用する。 

光シグナル
温度シグナル

入力

出力

昼夜サイクル

概日時計

光周性
光合成リズム
呼吸リズム
成長リズム

リズムの生成

リズムの伝達
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概日時計が生成する振動は環境変動のない定常状態でも継続し、この振動は様々な生理

現象における約 24時間周期の概日リズム（自由継続リズム）として観測することができる。

例えば、温度一定の暗室中において、ニワトリの鳴く頻度、ショウジョウバエの活動、イ

ンゲンの葉の位置は概日リズムを示す（Shimmura and Yoshimura 2013、Grima et al. 
2004、Bünning  1960）。概日リズムの発見は古く、1729 年にフランスの天文学者であっ

たド・メラン（de Mairan）が暗室中に置いたオジギソウの葉がひとりでに開閉を繰り返す

様子を観察したのが最初の報告である（de Mairan 1729）。ド・メランの報告以降、多くの

研究者が葉の周期的な運動の研究を行ってきた。その中の一人であるビュニング（Bünning）
が葉の周期的な運動を「時計」という計時機構と結びつけた最初の人物であった。この着

想には 1920 年にガーナー（Garner）とアラード（Allard）が発見した光周性が大きな影響

をもたらしている。彼らはダイズが日長に依存して花成時期を決定していることを明らか

とし、植物が日長を測定できることを示唆していた（Garner and Allard 1920）。ビュニン

グは概日リズムに時間情報が埋め込まれていることを指摘し、植物が概日リズムを用いて

日長を認識できる可能性を指摘した（図 0.2）。そして、実験により概日リズムのどの時刻

（位相）に光が照射されるかで花成誘導が決定されることを実証した（Bünning 1936）。
概日リズムは古くから知られていた現象であったが、ビュニングがその中に時刻を見出し

た時に、概日時計は発見されたといえる。ビュニングの発見以降、生物には計時機構が備

わっていること、それが内在性の 24時間周期の振動を基盤とすることが認知されていった。 

 
図 0.2 リズムには時間情報が埋め込まれている 
概日リズムの周期は約 24 時間であるが、簡単のため 24 時間周期のリズムを考える。この場合、

ピークとピークの間隔は 24 時間である。ピーク間を 8 等分し、色の異なる点でプロットすると

点同士の間隔は 3 時間となる（左）。このように考えると、概日リズムは時間を測る「ものさし」

となることが分かる。この点を円周上に並べると、24 時間時計となる（右）。各色の点は、植物

の主観的な時刻ともいえる。ビュニングは植物に光が照射された時に、植物が示す概日リズムが

どの色の状態（時刻; 位相）であったかにより花成誘導が決定されることを示した。 
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概日時計の分子機構 

 概日時計の存在が広く認知されて以降、約 24 時間周期の振動を生成する分子機構の解明

に多くの研究者が取り組み、ショウジョウバエにおいて、羽化と活動のリズムが異常とな

る変異体が得られた（Konopka and Benzer 1971）。そして、この変異体より Period 遺伝

子が時計遺伝子として世界で初めて同定された（Reddy et al. 1984）。「時計遺伝子」とは、

概日時計において振動生成機構に深く関わる遺伝子のことである。それ以降、シアノバク

テリア、シロイヌナズナ、ショウジョウバエ、マウス、アカパンカビなどのモデル生物に

おいて時計遺伝子が複数同定された。驚くべきことに、各生物で単離された時計遺伝子は

マウス－ショウジョウバエ間を除き相同ではなく、概日時計機構はシアノバクテリア、植

物、動物、菌類で独自に獲得されたことが示唆された。各生物において概日時計の分子機

構が解析された結果、真核生物における時計遺伝子は、どの生物においても、その発現が

特定の時刻にピークを示して振動することが明らかとなった。これらの時計遺伝はそのほ

とんどが転写因子であり、転写・翻訳フィードバックループを形成することで自励振動を

生成すると考えられている（Jolma et al. 2010）。つまり、真核生物の概日時計における振

動生成機構の実体は、転写・翻訳フィードバックループによって構成される遺伝子ネット

ワークである。一方で、原核生物であるシアノバクテリアの概日時計は、KaiA、KaiB、

KaiC の 3 種のタンパクの相互作用や KaiC のリン酸化状態の振動がその実体を構成してい

ることが明らかとなり、KaiC リン酸化状態の概日リズムは、上記 3 種のタンパクと ATP
のみをいれた試験管内で再構成できることが示されている（Nakajima et al. 2005）。この

ため、シアノバクテリアの概日時計は振動生成において転写・翻訳フィードバックループ

を必要とせず、真核生物の概日時計とはその機構が本質的に異なると考えられる。 
 

シロイヌナズナにおける概日時計の分子機構 

植物では、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて、概日時計機構の解析が進められ

てきた。とくに、時計遺伝子の解析に際しては 1992 年に開発されたルシフェラーゼ発光レ

ポーターを用いた概日リズム測定法が広く用いられてきた（Millar et al. 1992）。発光レポ

ーターは特定の遺伝子の発現活性を測定する手法であり、ホタルルシフェラーゼ

（LUCIFERASE、LUC）遺伝子を標的遺伝子のプロモーター下流に結合することで、プ

ロモーター活性を生物発光量として測定する。概日時計の研究においては、概日発現を示

す Chlorophyll a/b-binding protein 2（CAB2）遺伝子のプロモーター下流にルシフェラー

ゼ遺伝子を結合した CAB2:LUC の形質転換体がまず作出され、概日リズム変異体のスクリ

ーニングや、表現型解析に用いられてきた。また、発光レポーターを用いたスクリーニン

グ以外にも、光周性の変異体解析などから時計遺伝子が単離されてきた。その結果、代表

的な時計遺伝子として、朝方に発現する CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1（CCA1）
と LATE ELONGATED HYPOCOTYL（LHY）、昼から夕方にかけて連続的に発現する
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PSEUDO-RESPONSE REGULATOR（PRR）ファミリー（発現時刻が早い順に、PRR9、
PRR7、PRR5、PRR1）、夕方に発現する GIGANTEA（GI）、夜に発現する LUX 
ARRHYTHMO（LUX）と EARLY FLOWERING 3（ELF3）と EARLY FLOWERING 4
（ELF4）が、それぞれ単離されている（Hsu and Harmer 2014）。解析の結果、これらの

遺伝子は、複数のフィードバックループが結合した複雑な遺伝子ネットワークを形成し、

自励振動を生成していると考えられている（図 0.3A）。このようなモデルの構築にあたっ

て、発現変動を高時間分解能かつ非侵襲的に測定できる発光レポーター系は強力なツール

となっている。図 0.3A に示した遺伝子ネットワークモデルも、発光レポーターが導入され

た形質転換体において様々な時計遺伝子の変異体を作出し生物発光変動の表現型を解析す

ることで、その正当性が検証されている（Pokhilko et al. 2013）。また、振動生成機構に

着目した形で主要構造だけを取り出したモデルも提出されている（図 0.3B）。このモデル

では、シロイヌナズナの時計遺伝子ネットワークは抑制型の転写因子群が 3 つ連結した形

をしている。この形の遺伝子ネットワークは Repressilator とよばれ、発現する遺伝子が順

に切り変わることで振動を生成することが示されている（Elowitz and Leibler 2000）。 

 
図 0.3 シロイヌナズナ概日時計遺伝子の遺伝子ネットワークモデル 
（A）時計遺伝子は転写因子であり、フィードバックループを形成することで自励振動を生成す

る。現在、多くの時計遺伝子が同定され、様々なモデルが提示されているが、ここでは Pokhilko 
et al.(2013)にならってモデル図を作成した。矢印は促進、T バーは抑制を示す。時計遺伝子は、

左から夜明けからの発現タイミング順に並んでいる。（B）(A)を簡略化したモデル。このように

抑制型転写因子群が 3 個連結した遺伝子フィードバックループは Repressilator と呼ばれ、振動

解の存在が証明されている。各遺伝子に、昼夜サイクル中でのおおよその発現タイミングを併記

した。本研究では主に、朝方に発現する CCA1 遺伝子の発現を測定することで概日リズムの解

析を行った。 
 

植物における時計遺伝子の保存性 

前述したとおり、概日時計は進化上独立に何度も獲得されたと考えられる。そのため、

シロイヌナズナを用いた研究で明らかとなった時計遺伝子が、他の植物でどの程度保存さ

れているかは重要な問題である。また、シロイヌナズナは長日植物であり、日長応答が逆

転する短日植物においても時計遺伝子の機能が保存されているかには大きな興味がもたれ

る。そのため、様々な植物の概日時計についてシロイヌナズナで得られた知見をもとに解

CCA1
LHY

PRRs

LUX
ELF3
ELF4

朝

昼

晩

CCA1
LHY

PRR9 PRR7    PRR5 PRR1 GI
LUX
ELF3
ELF4

A B
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析が進められてきた。その結果、多くの植物の間で時計遺伝子が保存されていることが明

らかとなっている。とくに、CCA1/LHY と PRR１のホモログは単細胞緑藻であるオストレ

オコッカス（Ostreococcus tauri）、コケ植物であるヒメツリガネゴケ（Physcomitrella 
patens）、そして多くの種子植物において単離されている（McClung 2013）。また、これら

のホモログの解析の結果、発現変動パターンが共通していることが明らかとなり、概日時

計を構成する遺伝子ネットワークの構造も広く保存されていることが示唆されている

（Song et al. 2010）。とくに単子葉類の短日植物であるイネの PRR 遺伝子がシロイヌナズ

ナにおいて PRR 遺伝子欠損を相補することが報告されたことで、時計遺伝子の機能が、双

子葉類と単子葉類の間で、また、長日植物と短日植物の間で保存されていることが強く示

唆されている（Murakami et al. 2007）。また、単子葉類の長日植物であるイボウキクサ

（Lemna gibba）、短日植物であるアオウキクサ（Lemna aequinoctialis）においても、LHY、

PRRs、GI、ELF3 のホモログが単離され、発現変動パターンの保存性が明らかとなってい

る（Miwa et al. 2006）。さらにイボウキクサにおいては、パーティクルガン法による一過

的な発光レポーター導入技術を利用した、時計遺伝子の過剰発現や RNAi ノックダウン時

の表現形解析により、LHY、GI、ELF3 の機能がウキクサ－シロイヌナズナ間で保存され

ていることが明らかとなっている。（Serikawa et al. 2008）。ただし、イボウキクサにおい

て GI の RNAi ノックダウンは概日リズムの消失を引き起こすが、シロイヌナズナにおける

GI の欠損は概日リズムの短周期を引き起こすなど、一部の時計遺伝子の機能が分化してい

ることが示唆されている（Locke et al. 2006）。 
このように単細胞藻類から種子植物まで時計遺伝子は多様性をもちつつも系統的に保存

されていることが明らかとなっているが、時計遺伝子ネットワークの構造という点では進

化とともに複雑化していることが指摘されている。オストレオコッカスとヒメツリガネゴ

ケでは CCA1 ホモログと PRR1 ホモログが形成する 1 つのフィードバックループから構成

される単純な遺伝子ネットワークモデルが提出されている（Troein et al. 2011、Holm et al. 
2010）。数理モデルを用いた解析では、時計遺伝子ネットワークに含まれるフィードバック

ループの数や光入力経路の数が増えることで概日時計の柔軟性が向上することが示唆され

ている（Dixon et al. 2014）。植物は、進化の過程で時計遺伝子の回路を複雑化することで、

様々な環境において安定に機能する柔軟な概日時計を獲得してきたと考えられる。実際に、

野外で生育するシロイヌナズナには、概日リズムの周期に大きな多型が存在することが明

らかとなっており、同一種内においても時計遺伝子ネットワークに多様性が生じているこ

とが示唆されている（Michael et al. 2003、Kusakina et al. 2014）。さらに、概日リズムの

周期は生育地域における夏至の日長と相関を示したため、概日時計ネットワークが多様な

生息地に適応する形で柔軟に変化し得ることが示唆されている。 
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多細胞系としての概日時計 

 次世代シーケンサーの開発などにより、モデル生物以外でのゲノム解析が加速する中、

概日時計における遺伝子回路の進化・多様化の研究は今後大いに進むことが期待される。

一方で、植物における概日時計システムの進化を考える上で無視できないもう１つの要素

として、植物個体内の組織・細胞間における時間情報の統合機構がある（図 0.4）。植物で

は個体内の多くの細胞が時計遺伝子を発現しており、個々の細胞は、自律的に概日リズム

を生成する細胞概日時計として機能すると考えられる。そのため、植物が多細胞化してい

く過程において、多数の細胞時計が持つ時間情報を体内で統合する機構が必要になると考

えられる。 

組織間での時間情報の伝達には、維管束組織が関与することが示唆されている。シロイ

ヌナズナの地上部と地下部(根)を分けて時計遺伝子の発現変動を解析した結果、明暗条件

を地上部だけに与えても、地下部の時計遺伝子が明暗条件に同調することが明らかとなっ

た。さらに、培地にショ糖が含まれている場合、地下部は地上部に与えられた明暗条件に

同調しないことが明らかとなり、維管束組織によるショ糖の輸送が組織間での時間情報の

伝達に関与することが示唆されている（James et al. 2008）。また、維管束組織と葉肉組織

を分離して時計遺伝子の発現パターンを解析した例では、維管束組織の概日リズムが長期

間維持される頑健なものであることや、維管束組織特異的に概日時計を撹乱すると葉肉組

織の概日リズムが減衰することが報告されている（Endo et al. 2014）。さらに、シロイヌ

ナズナ CCA1:LUC 形質転換体を用いた葉のイメージングでは、葉脈が近傍の細胞の概日リ

ズムに影響をあたえる可能性が示唆されている（Fukuda et al. 2007）。これらの研究から、

組織間の時間情報の統合には維管束組織が深く関与していると考えられる。 
 一方で、葉や根のような組織内における細胞間での時間情報の統合機構は不明な点が多

い。発光レポーター形質転換体を用いたイメージングにより、組織内の概日リズムの分離

測定が行われているが、これまでの測定全てにおいて、組織内の領域間での概日リズムの

脱同期が観察されている。概日リズムが脱同期するということは組織内で時間情報が統合

されていないことを意味している。しかしながら、シロイヌナズナの葉の測定では、葉内

の概日リズムが完全に脱同期することはなく、近傍領域間では概日リズムのズレが小さい

傾向がある（Fukuda et al. 2007、Wenden et al. 2012）。また、2 時間の暗期刺激により概

日リズムを撹乱した際には、まず葉と葉の間で脱同期が生じ、ついで葉の中で脱同期が生

じることが報告されている（Fukuda et al. 2013）。これらの観察結果から、細胞間での時

間情報の統合機構はなんらかの形で存在すると考えられている。しかしながら、葉におけ

る概日リズムの脱同期過程は実験ごとに大きく異なるため、脱同期現象そのものの解析も

ままならないのが現状であり、時間情報の統合機構の解析は非常に困難となっている

（Wenden et al. 2012）。さらに、個々の細胞の概日リズムを長期間測定する技術が確立し

ていなかったため、個々の細胞時計の性質が不明であったことも詳細な解析ができない大

きな理由となっていた。発光レポーター形質転換体を用いたイメージングでは、受光部に
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複数の細胞由来の発光が入射するため、個々の細胞の概日リズムを分離して測定すること

は原理的に不可能である。本研究では、以下で述べる理由により、ウキクサ植物で開発さ

れていたパーティクルガンによる発光レポーター導入技術に着目し、この問題にアプロー

チした。 

 
図 0.4 植物における概日時計の階層構造とこれまでの知見 
個々の細胞は時計遺伝子を発現しており、独立した細胞時計として機能できると考えられる。組

織を分離しての発現解析や、発光レポーターや蛍光レポーターを利用したイメージングにより、

組織レベルでの概日リズムの測定は行われているが、細胞レベルで概日リズムを 1 日以上測定

した例はなかった。 
 

組織

個体

細胞
CCA1
LHY

PRRs
LUX
ELF3
ELF4

細胞間での周期のばらつき
細胞概日リズムの安定性

組織内における概日リズム脱同期の測定例

タバコの葉内（Thain et al. 2000）
シロイヌナズナの葉内

（Fukuda et al. 2007、Wenden et al. 2012）
シロイヌナズナの孔辺細胞と葉肉細胞間

（ Yakir et al. 2011）
シロイヌナズナの根内（Fukuda et al. 2012）

ショ糖を仲介とした地上部から地下部
への時間情報の伝達

（James et al. 2008）
維管束組織の概日リズムは頑健

（Endo et al. 2014）
人為的な概日リズム撹乱時における
葉と葉の間での脱同期

（Fukuda et al. 2013）

細胞時計の性質は不明

細胞レベルでの長期間の概日リズム
測定法がなかったことが原因

？ ？

組織間での時間情報の統合

細胞間での時間情報の統合

全てシロイヌナズナでの研究
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ウキクサ植物 

 ウキクサ植物は単子葉類オモダカ目サトイモ科に属する、小型で水に浮いて生育する植

物である。ウキクサ植物は 5 属でウキクサ亜科を形成しており、属間で形態が多様化して

いる（図 0.5）。ここでは代表例として、本研究で主に用いたイボウキクサ（Lemna gibba）
を図 0.6A に示す。ウキクサ植物は、フロンドと呼ばれる葉状体が数個連なった形状をして

おり、このフロンドの集合をコロニーと呼ぶ（図 0.6B）。フロンドは茎と葉が癒合したもの

であり、単一のシュートと考えられている。また、Lemna 属ではフロンドの裏面に 1 本の

不定根が生じる。フロンド基部の両側面にはポケットがあり、そこから娘フロンドが成長

し新たなコロニーとして独立することで無性的に増殖する。ウキクサ植物は水面を浮遊す

るために個体内部に多くの気室を形成し浮力を得ている（図 0.6C）。維管束組織は、陸上植

物に比べて簡素な作りをしており、イボウキクサではフロンド内に葉脈様の組織が 3-4 本み

られるが、各葉脈様組織には通導組織が 1-2 本確認できるのみである。 

 
図 0.5 ウキクサ植物の多様な形態 
多くの生理学実験で用いられてきた Lemna 属の 2 種と、最も大型な Spirodela 属の 1 種、最も

小型な Wolffia 属の 1 種を 35 mm シャーレに浮かべた。Bar: 5 mm（集合写真）、0.5 mm（拡大

図） 

ウキクサ
Spirodela polyrhiza

ミジンコウキクサの1種
Wolffia columbiana

アオウキクサ
Lemna aequinoctialis

イボウキクサ
Lemna gibba
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図 0.6 イボウキクサの構造 
（A）本研究で主に用いたイボウキクサの写真。表（左）と裏（右）。植物体の裏には不定根が 1
本生えている。Bars: 2 mm（B）ウキクサ植物の構造。葉状体をフロンドと呼び、フロンドの集

合体をコロニーと呼ぶ。フロンド基部の両側面にはポケットがあり、そこから娘フロンドが成長

する。成長した娘フロンドは親フロンドから独立し、新たなコロニーを形成する。娘フロンドが

目視で確認できる頃には、その中で孫フロンドがすでに成長している。各フロンドのポケットの

境界線を点線で示した。（C）イボウキクサの横断面。第１フロンドの中心付近をカミソリで切

り出し、光学顕微鏡で観察した。ウキクサ植物は個体内に大きな気室を持つ。維管束様組織を赤

矢頭で示した。Bar: 0.5 mm 
  

A

C

B 第1フロンド
(親フロンド)

第2フロンド
(娘フロンド)

第3フロンド
(娘フロンド)

第4フロンド
(孫フロンド)

コロニー
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ウキクサ植物を用いた概日時計研究 

ウキクサ植物は小型で無菌培養が可能であり無性生殖で増殖することができるため、古

くから生理学実験に用いられてきた（Hillman 1961）。また、Lemna 属内の近縁種に長日

植物であるイボウキクサと短日植物であるアオウキクサが存在するため、光周性花成の解

析に古くから用いられてきた。また、光周性の基盤である概日時計の研究も光周性の解析

と平行して進められており、酸素の吸収や二酸化炭素の排出、カリウムイオンの吸収が概

日リズムを示すことが報告されている（Miyata and Yamamoto 1969、Hillman 1970、
Kondo and Tsudzuki 1978）。最近になって、主要な時計遺伝子である LHY、PRR、GI、
ELF3 のホモログがイボウキクサとアオウキクサから単離された（Miwa et al. 2006）。さ

らに、パーティクルガンによる遺伝子導入技術を利用した発光レポーターによる概日リズ

ム測定法が開発され、分子生物学的な概日時計研究の基盤が整備されている（Miwa et al. 
2006、Serikawa et al. 2008）。パーティクルガン法を用いた概日リズム測定法では、概日

発現型発光レポーターDNA をコーティングした金粒子を、ヘリウムガス銃で植物体に打ち

込む。導入 DNA が核内に取り込まれた細胞では、発光レポーターが発現し、発光リズムが

観察できるようになる（図 0.7）。 

 

図 0.7 パーティクルガンによる発光レポーターの導入 
（A）パーティクルガンを用いた発光レポーターの導入。生物発光レポーター遺伝子の DNA を

コーティングした金粒を He ガス銃により植物体に打ち込む。レポーターが導入された細胞は生

物発光レポーター遺伝子中のプロモーター活性にしたがってルシフェラーゼを合成し、発光基質

であるルシフェリン存在下で発光を示す。（B）本研究で用いたパーティクルガン装置。 
 
  

パーティクルガン
による導入

ルシフェリン
レポーター導入細胞が発光する

生物発光リズム

レポーターDNA

金粒子 (直径1 μm)

Firefly luciferase

概日発現型発光レポーター

概日発現遺伝子のプロモーター領域

A B
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本研究の概要 

パーティクルガン法では、遺伝子は植物体の表面近くの細胞に導入されるが、どの細胞

に導入されるかは確率的に決まるため、遺伝子導入細胞は個体内にまばらに存在する

（Klein et al. 1988）。著者は、この性質を利用することで個体内の細胞が示す発光を分離

して測定できると考えた。そこで本研究では、パーティクルガン法によるウキクサ植物へ

の発光レポーター導入技術を基盤として、個体内の細胞が示す概日リズムを個別に測定す

る技術を開発し、これを用いることで植物の概日時計システムを細胞レベルから理解する

ことを目指した。研究の結果を以下の 3 章に分けて報告する。 
 

第１章 
1 細胞生物発光イメージング系を用いた植物個体内の細胞における遺伝子発現変動の測定 
発光レポーターをパーティクルガンでイボウキクサに導入し、高感度カメラでイメージ

ングすることで、個々の細胞由来の発光を分離して測定することに成功した。さらに、概

日発現型発光レポーターの導入実験では、個々の細胞時計が示す挙動を長期間にわたって

観察可能なことを示した。また、レポーターが導入される細胞の種類や、細胞発光特性の

導入 DNA 量依存性について解析を行い、本測定系を用いる解析の基盤となる知見をまとめ

た。 
 
第２章 
植物個体内における細胞概日時計の不均一性と、明暗条件下でのその不顕在化 
 第１章で構築した 1 細胞発光測定系を用い、イボウキクサにおいて個体内の個々の細胞

が示す概日リズムを解析した。その結果、定常条件では個体内の細胞時計の独立性が高く、

その性質も不均一であることが明らかとなった。そのため、定常条件において細胞間での

概日リズムの脱同期が観察された。明暗条件に同調した個々の細胞時計が示すピーク時刻

を解析した結果、空間パターンが見出された。この空間パターンは、定常条件での測定か

ら推定された細胞時計の性質とは相関がなかったため、細胞の位置情報に基づき明暗条件

下で新たに形成されると考えられた。このことは明暗条件下における細胞時計の挙動は、

個体上の位置に大きく影響されることを意味する。そのため、明暗条件下では細胞時計の

独立性は低くなり、個体レベルの概日時計システムの一部として統合されることが示唆さ

れた。 
 
第３章 
様々なウキクサ植物における概日リズムの解析 
第２章ではイボウキクサのみを材料として用いたが、多様な形態をもつウキクサ植物全

般を材料として使用できれば個体構造などが細胞時計に与える影響が検証できる。そこで 4
属 5 種のウキクサ植物について同一条件で概日リズムを測定する基盤を構築した。さらに、
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個体レベルでの概日リズムの解析を行った結果、明暗条件下では全てのウキクサ植物が明

瞭な日周リズムを示したが、連続明条件では概日リズムの周期や安定性に多様性が見られ

た。このことから、ウキクサ植物の概日時計において、昼夜サイクル下で時間情報を保持

する機構は保存されているが、その分子機構はある程度多様化していることが示唆された。 
 
上記のように、本研究では、ウキクサ植物へのパーティクルガンによる発光レポーター

導入による概日リズム測定系が、測定器を変更するだけで、細胞レベルの解析から生態レ

ベルの解析まで幅広く対応できることを示した。この 2 つの階層は現在の生物学では遠く

離れたものという印象を受けるが、本来は不可分なものである。ウキクサ植物を材料とし

て、この階層をシームレスに行き来できることを示した本研究の意義は大きいと考えてい

る。 
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第１章  

1 細胞生物発光イメージング系を用いた 

植物個体内の細胞における遺伝子発現変動の測定 
 

導入 

環境応答に代表される生物の挙動を分子レベルで理解する上で、遺伝子発現の時間変化

を解析する技術は重要な基盤である。とくに、ルシフェラーゼ遺伝子を用いた遺伝子発現

測定は、その非侵襲性と高い定量性から様々な生物種において用いられている。この手法

ではルシフェラーゼ遺伝子を標的遺伝子プロモーター下流に結合した発光レポーターを作

成し、対象生物に導入する。生体内のルシフェラーゼは発光基質であるルシフェリンを充

分量与えられると発光反応を起こし、その発光強度はタンパク量を反映する。ルシフェラ

ーゼタンパク量は発光レポーターのプロモーター活性を反映しているため、発光量を定量

することで遺伝子発現活性が推定できる。 
植物における発光レポーターを利用した遺伝子発現変動の最初の測定例は、タバコの形

質転換体による概日リズムの測定であった（Millar et al. 1992）。生物発光の定量は対象へ

の刺激や傷害が非常に少ないため、同一個体において発現変動を長期間、高い時間解像度

で測定することが可能である。この性質は長期間の概日リズム測定が必要となる概日時計

の研究において大きな利点であり、発光レポーターは優れた概日リズムのマーカーとして

多くの生物で用いられている（Ishiura et al. 1998、Welsh et al. 2005）。植物においても概

日発現型発光レポーターは、シロイヌナズナ、イネ、ヒメツリガネゴケ、クラミドモナス、

Osteriococus tauri などの様々な植物や藻類に導入され、概日時計研究の強力なツールとし

て活躍してきた（Millar et al. 1995、Sugiyama et al. 2001、Aoki et al. 2004、Matsuo et 
al. 2008、Corellou et al. 2009）。また、一過的な遺伝子発現を用いた測定としてパーティ

クルガンによる植物個体への発光レポーター導入や、PEG 法によるプロトプラスト細胞へ

の発光レポーター導入による概日リズムの測定例も報告されている（Miwa et al. 2006、
Kim and Somers 2009）。 
近年の光学技術の発達により、発光レポーターによる細胞レベルでの遺伝子発現変動の

観測が可能となり、発光レポーター技術は生物個体を多細胞系として理解する上でも強力

なツールとなっている（Welsh et al. 2005）。しかしながら植物では、発光レポーターを用

いた細胞レベルでの遺伝子発現の解析は進んでいない。これは、形質転換体では全ての細

胞が発光を示し、1 細胞由来の発光を分離して測定することが困難なためだと考えられる。

一方で、パーティクルガンによる遺伝子導入では、個体表面近くのまばらな細胞に遺伝子
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が導入されるため、細胞発光を分離して測定できることが予想される。そこで、パーティ

クルガンにより発光レポーターを導入することで、植物個体内の複数細胞における遺伝子

発現変動を同時測定する技術の開発を目指した。 
測定系の開発にあたって、すでにパーティクルガンによる発光レポーター導入技術が確

立していたウキクサ植物を実験材料として用いた（Miwa et al. 2006）。小型で平坦なウキ

クサ植物は高解像度での全身撮影が可能であり、成熟したフロンドは成長せず、鉛直方向

に移動しないため、長期間の撮影に適している。本研究では、これまで多くの研究で用い

られてきた代表的なウキクサであるイボウキクサ（Lemna gibba）G3 株を材料として 1 細

胞生物発光イメージング系の開発を行った。本章では、開発の過程と、開発した測定系を

用いて測定した個体内の細胞における遺伝子発現の解析結果について報告する。 
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結果 

個体内における細胞発光の分離測定 

パーティクルガンにより、構成発現型発光レポーターである CaMV35S:LUC をイボウキ

クサへと導入し、導入レポーター発現のために１日培養した。植物体を高感度 CCD カメラ

によるマクロ接写で撮影した結果、単一細胞由来と思われる発光が植物個体上のスポット

として観察できた（図 1.1）。これらのスポットの発光は、レンズの最大倍率で取得した画

像において、画像処理ソフトで分離して定量することが可能であった。このことから、個

体中の各細胞の遺伝子発現活性を各スポットの発光強度として分離して測定できることが

示唆された。また、白色 LED に接続された光ファイバから植物用の照明を PC による制御

で照射することで様々な光環境での生物発光の自動測定を可能とした。 

 

図 1.1 1 細胞発光測定装置 
（A）1 細胞発光測定装置の概略（左）と側面からの近影（右）。レンズには葉緑体由来の蛍光

を除去するための光学フィルタが装着されている。（B）CaMV35S:LUC が導入されたイボウキ

クサの生物発光画像（左）と明視野像（右）。白色スポットが一細胞由来の発光。生物発光は 300
秒の露光で取得。Bar: 1 mm 
  

B

パーティクルガンによる
発光レポーター導入

EM-CCD
カメラ

レンズ

フィルタ

A

光ファイバ 35 mm シャーレ
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発光数と細胞発光量は導入 DNA 量依存的に増加する 

 発光強度はスポットごとに大きく異なっていたため、細胞発光の分布解析を行った。パ

ーティクルガンによる遺伝子導入では、金粒子に導入遺伝子の DNA をコーティングしたも

のを細胞へ打ち込むため、導入 DNA 量が細胞ごとに異なると予想される。そこで、細胞発

光の分布特性の DNA 量依存性もあわせて解析した。CaMV35S:LUC の DNA 量を 0.1、1、
10 μg と変えて金粒子を調製し、35 mm シャーレに並べた約 15 コロニーのイボウキクサ

へ導入した。約１日培養し、シャーレ全体の発光を測定した結果、DNA 量依存的に発光ス

ポット数と発光強度が増加する傾向が確認できた（図 1.2A）。そこで、各シャーレから導入

効率の高い 5 コロニーを選び、レンズの最大倍率で生物発光を測定し、発光スポット数と

発光量を算出した。この際、大きな幅を持つ細胞発光量を正確に定量するために、露光時

間を 6 秒、60 秒、600 秒と変えて生物発光を測定し、細胞ごとに CCD 素子が飽和してい

ない露光時間のデータを用いて発光量を定量した。測定できた発光細胞の数は DNA 依存的

に増加した（表 1.1）。発光細胞密度は 1 μg での導入で約 2 cells/mm2 であり、0.1 μg で

の導入の約 5 倍、10 μg での導入の約半分であった。DNA 量が多い時のほうが発光細胞密

度の増加率が低いことは、金粒子にコーティング可能な DNA 量に上限があることを反映し

ていると考えられる。 
細胞発光量はどの DNA 量での導入においても 1000 倍程度の幅に分布した（図 1-2B）。

分布は対数正規様の分布を示した。正規性は Kolmogorv-Smirnov 検定では全ての分布で支

持されたが、Shapiro-Wilk 検定では支持されない分布もあった（表 1.1）。発光量も DNA
量依存的に増加したが、幾何平均の増加率は 0.1 μg から 1 μg で 3 倍程度、1 μg から 10 μg
では 2 倍以下であり、DNA 量増加による発光量の上昇率は、細胞密度の上昇率に比べ低か

った。分布の形状は 0.1 μg での導入では非対称であったが、1 μg と 10 μg での導入では

再現よく対称な分布が得られた（図 1.2B）。このことから、金粒子調製に用いる DNA 量は

1μg 以上で十分だと結論づけた。 

 
 
 
 

DNA量
(mg)

試行数
発光細胞数

(個)
発光細胞密度
(cells mm-2)

発光量算術平均
(photons min-1)

発光量幾何平均
(photons min-1)

発光量幾何平均
（常用対数）
mean ± SD

KSa test
P値b

Shapiro-Wilk
P値b

0.1 Exp. 1 91 0.473 494 144 2.16 ± 0.58 0.12 < 0.001

0.1 Exp. 2 70 0.443 305 97.2 1.99 ± 0.62 0.57 0.067

1 Exp. 1 413 1.86 582 285 2.45 ± 0.51 0.29 0.011

1 Exp. 2 384 2.34 528 276 2.44 ± 0.45 0.28 0.004

10 Exp. 1 751 3.81 828 436 2.64 ± 0.47 0.58 0.053

10 Exp. 2 845 4.38 994 509 2.71 ± 0.45 0.13 < 0.001

表1.1 細胞発光量分布の統計量

a Kolmogorov–Smirnov
b Kolmogorov–Smirnov 検定 とShapiro–Wilk 検定では、 P > 0.05 で正規分布が棄却されない
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図 1.2 細胞発光量の DNA 量依存性 
35 mm シャーレに並べたイボウキクサに CaMV35S:LUC を導入した。DNA 量を 0.1、1、10 μg
と変えて導入を行った。導入後、暗条件で 12 時間培養後、明条件で 6 時間培養し、発光画像を

撮影した。（A）35 mm シャーレ全体の生物発光画像(左)と明視野像(右）。Bar: 5 mm。 （B）細

胞発光量の頻度分布。シャーレ 1 枚につき、導入効率の高かった上位 5 コロニーを選びレンズ

の最大倍率で撮影し細胞発光量を定量した。発光量は対数表示。実験は 2 回行った。 
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同一コピー数の生物発光遺伝子を発現する細胞の発光分布 

大腸菌やマウスでは、遺伝背景が同一な培養細胞においても、構成発現遺伝子のタンパ

ク質量や mRNA 量が対数正規分布を示すことが報告されている（Furusawa et al 2005、
Bengtsson et al. 2005）。そのため、植物でも遺伝子発現の活性が細胞ごとに大きく異なる

のは妥当だと考えられる。しかしながら、1000 倍の分布幅はこれまで他の生物種で報告さ

れている分布幅（10-100 倍程度）よりも大きい。パーティクルガンによる遺伝子導入では

細胞ごとに導入遺伝子のコピー数が異なることが予想される。このことが発光の分布に影

響を与えるか検討するために、形質転換植物を用いることで同一コピー数の発光遺伝子を

持つ細胞の発光を測定した。AtCAB3:LUC を発現するシロイヌナズナ形質転換体の本葉か

らプロトプラストを抽出し細胞発光量を定量した（図 1.3）。その結果、発光量は 50 倍程度

の幅に分布し、その分布は対数正規分布であった（Shapiro-Wilk 検定 P = 0.94）。得られ

た分布幅が小さかったことから、パーティクルガン法において導入細胞ごとに導入コピー

数が異なることが、今回開発した測定系における細胞発光量の大きな分布幅の要因の一つ

だと考えられた。 

 
図 1.3 CAB3:LUC 形質転換シロイヌナズナのプロトプラストの発光量分布 
CAB3:LUC 形質転換シロイヌナズナからプロトプラストを抽出し、スライドガラスに広げた。

ルシフェリンを終濃度が 1 mM になるように滴下した直後に、生物発光を異なる 5 つの領域を

撮影した。露光時間を 60 秒と 180 秒として撮影を行い、細胞ごとに適した露光時間で発光量を

定量した。（A）プロトプラストの細胞発光。測定用の ROI を赤枠で表示。Bar: 1 mm。（B）細

胞発光量の分布。5 回の測定をまとめて表示している。測定細胞数は 647 個。 
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レポーターが導入される組織の解析 

 パーティクルガンによる遺伝子導入では植物個体の表面近くの細胞層に存在する、表皮

細胞、孔辺細胞、葉肉細胞のいずれかにレポーター遺伝子が導入されると予想される。し

かしながら、発光スポットの観察では空間解像度が低いため細胞種の判別は不可能であっ

た。そこで、小胞体局在 GFP レポーター(CaMV35S:GFP-h、Nakano et al. 2009)を用い

ることでパーティクルガンによってレポーター遺伝子が導入される細胞の種類とその割合

を解析した。共焦点レーザー顕微鏡で GFP 蛍光を観察することで細胞の形態、葉緑体の有

無から細胞種を判別した（図 1.4 AB）。GFP レポーター導入細胞の内、約 80%が葉肉細胞、

約 20%が表皮細胞であり、その他の細胞への導入は観察されなかった（図 1-4C）。4 回の測

定において、この比率は大きくは変化しなかった。また、隣接する細胞の両方から GFP 蛍

光が観察されることはなく、マクロ接写での生物発光でみられた発光スポットが単一細胞

由来であることが支持された。 

 

図 1.4 レポーターは２種類の細胞に導入される 
GFP レポーターを導入した細胞を共焦点レーザー顕微鏡により観察し、細胞種を判別した。

CaMV35S:LUC を共導入することで、生物発光測定により導入効率の高いフロンドを選別し、

フロンド内で蛍光シグナルが検出できた全細胞について細胞腫を決定した。（A-B）代表的な表

皮細胞(A)と葉肉細胞(B) 。左から、GFP 蛍光、葉緑体自家蛍光、明視野像。Bars: 10 μm。（C） 
観察された細胞腫の割合。Mean ± SD (n = 4)。  
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構成発現型発光レポーター導入時の細胞発光変動の測定 

構成発現型発光レポーターを用いて、細胞発光の経時的な測定を試みた。15 コロニーほ

どのイボウキクサに CaMV35S:LUC を導入後、1 mM ルシフェリンを含む培地で 12 時間

暗 12 時間明条件下において 1 日培養した。最も導入効率がよかったフロンドを選び、明暗

条件下において細胞発光の変動を 2 日間測定した。測定は 1 時間に一度、180 秒露光で行

った。画像処理によりウキクサの移動補正を行い、分離可能であった 50 細胞の発光を測定

した（図 1.5A）。50 細胞の発光量の総和は測定開始の約 5 時間に最大になり、その後徐々

に減少し、測定終了時には最大時の約 30%となった(図 1.5B)。細胞発光は光環境の変化に

対して明確な応答を示さなかったが、それぞれの細胞で独立に小刻みな変動を示した。ま

た、その変動様式は近傍の細胞間においても異なっていた。図 1.5CD に局所領域の４細胞

の発光変動の例を示す。各細胞の細胞発光の最大値は 561 から 3,475 photons min-1 であ

り、最大発光を示した時刻も測定開始から 5 から 12 時間と異なっていた。Cell 3 では発光

量が最大値の 40％程度に維持されたが、Cell 2 と Cell 4 では発光量が急速に減少した。こ

のように近傍細胞における発光変動の差異を検出できたことから、細胞間での発光の干渉

は、少なくとも今回の細胞間距離（~150 μm）においては、測定に問題ない程度だと結論

づけた。 
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図 1.5 構成発現型発光レポーター導入時の細胞発光の経時測定 
イボウキクサに CaMV35S:LUC を導入し、12 時間暗 12 時間明条件で培養後、明暗条件で生物

発光を観察した。白線は明期、黒線は暗期を示す。（A）測定フロンドの生物発光像（左）と明

視野像（右）。測定用の ROI を赤枠で表示。Bar: 1 mm（B）50 細胞の発光変動（実線）と総発

光量変動（点線）。（C）(A)において青枠で囲んだ領域の連続写真。間隔は 2 時間。（D）(C)で示

した各細胞の発光変動 
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概日発現型発光レポーター導入時の細胞発光変動の測定 

 概日発現型発光レポーターを用いて、概日時計の細胞レベルでの挙動解析が可能か検証

した。概日発現型発光レポーターとして、シロイヌナズナの朝方に発現する時計遺伝子で

ある CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 （CCA1）のプロモーター下にルシフェラー

ゼを結合した AtCCA1:LUC を用いた。この発光レポーターは、本実験の材料であるイボウ

キクサを含む 2種のLemna属のウキクサで概日リズムレポーターとして機能することが報

告されている。15 コロニーほどのイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入後、1 mM ルシフ

ェリンを含む培地で 12 時間暗 12 時間明条件下において 1 日培養した。最も導入効率がよ

かったフロンドを選び、明暗条件下において細胞発光の変動を 2 日間測定した。

AtCCA1:LUCの導入効率はCaMV35S:LUCと同程度であったが、発光量が低かったため、

測定は 900 秒露光で行った(図 1.6A)。測定頻度は CaMV35S:LUC での測定と同様に、1 時

間に１度とした。画像処理によりウキクサの移動補正を行い、発光が分離可能であった 60
細胞の発光を測定した。60 細胞の発光量の総和は明瞭な日周リズムを示し、夜明けの 1-2
時間後に発光量はピークを示した。1日目のピークに対して、2日目のピークの発光量は60%
程度に減少していた。個々の細胞発光をみても、全ての細胞が日周リズムを示し、ピーク

時刻は 1 日目で夜明け後 1.4 ± 1.09 h (mean ± SD)、２日目で夜明け後 2.1 ± 0.88 h 
(mean ± SD)と細胞間でよく揃っていた。各細胞のピーク発光量は 30 倍程度の幅でばら

ついていた。観察された日周リズムの振幅を評価するために、リズムのピーク（山）とト

ラフ（谷）の発光量の差を発光量の平均で割ったものを相対振幅として求めた。相対振幅

は 0 から 1 の値を取り、振幅が大きいほど、値は 1 に近づく。細胞発光の相対振幅は 0.88 ± 
0.06 (mean ± SD)であり、細胞が示す日周リズムは、細胞の発光強度の程度によらず同程

度の高振幅で振動していた。このことは発光レポーターが発光量によらず細胞内の時計の

状態を反映していることを示唆している。このように多くの細胞が性質のよく似た日周リ

ズムを示したが、波形を詳細に観察すると細胞ごとに違いが見られた。図 1.6CD に局所領

域の４細胞の発光変動の例を示したが、各細胞の最大発光量は 80 から 224 photons min-1

であり、ピーク時刻も多少異なっている。また、1 日目のピーク発光量に対する 2 日目のピ

ーク発光量の減少率は 45-75%と細胞ごとに異なっていた。このように、明暗条件に同調し

よく似た挙動を示す概日時計の発現変動分析においても、近傍細胞間での差異を検出する

ことができた。 
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図 1.6 概日発現型発光レポーター導入時の細胞発光の経時測定 
イボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、12 時間暗 12 時間明条件で培養後、明暗条件で生物発

光を観察した。白線は明期、黒線は暗期を示す。（A）測定フロンドの生物発光像（左）と明視

野像（右）。測定用の ROI を赤枠で表示。Bar: 1 mm。（B）60 細胞の発光変動（実線）と総発光

量変動（点線）。上部にピーク時刻の頻度分布を表示。（C）(A)において青枠で囲んだ領域の連

続写真。間隔は 2 時間。（D）(C)で示した各細胞の発光変動。 
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考察 

1 細胞発光測定技術の開発 

 本章では、個体内における個々の細胞の遺伝子発現変動を測定する技術の開発を目標と

した。まず、パーティクルガンにより生物発光レポーターを個体内の細胞にまばらに導入

し、その発光を分離して測定することで、個々の細胞での遺伝子発現量を定量することに

成功した（図 1.1）。さらに、カメラと照明を PC 制御とすることで自動測定を行い、細胞

発光の時系列データの取得に成功した(図 1.5、図 1.6)。概日発現型レポーターである

AtCCA1:LUC を用いた測定では、個々の細胞発光が夜明けにピークを持つ日周リズムを示

した(図 1.6)。この特徴は先行研究で報告されている CCA1 遺伝子の発現パターンと同じで

ある（Nakamichi et al. 2004、Miwa et al. 2006）。このことから、個々の細胞発光の変化

は CCA1 遺伝子の発現量の変化を反映していると考えられる。 
構成発現レポーター導入時でも、概日発現レポーター導入時でも、細胞ごとにその発光

量は大きく異なっていた（図 1.2、図 1.5、図 1.6）。この違いは、細胞そのものの活性の違

いに加え、細胞ごとに導入 DNA 量が異なるなど、パーティクルガン特異的な影響を反映し

ていることが示唆された(図 1.3)。そのため、本測定系において、発光量の絶対値を細胞間

で比較することは意味が無いと考えられる。また、構成発現レポーターと概日発現レポー

ターを用いた時系列測定においても細胞発光量は大きくばらついたが、発光量と発光変動

パターンの間に明瞭な相関は見られなかった（図 1.5、図 1.6）。このことは、細胞間におけ

る発光活性の大きなばらつきは、発光レポーターの「発現変動を反映する」という機能に

は影響しないことを示唆している。 
以上のことから、個々の細胞発光の変動を、個々の細胞におけるレポーター遺伝子の発

現変動として捉えてよいと結論づけ、本章の目標は達成できたと考えている。 
 

細胞発光のばらつき 

細胞発光量は、対数正規様分布を示した（図 1.2）。レポーター遺伝子を同一コピー数も

つと考えられるシロイヌナズナ AtCAB3:LUC のプロトプラスト細胞においても発光量が

対数正規分布を示した(図 1.3)。ことから、細胞発光の大きなばらつきの要因の１つとして、

細胞活性自体のばらつきが考えられる。しかしながら、シロイヌナズナ AtCAB3:LUC プロ

トプラストで見られた分布幅は、パーティクルガンによる遺伝子導入で見られた細胞発光

の分布幅よりも小さかった。そのため、パーティクルガン法には細胞発光の分布幅を広げ

る要素があると考えられる。金粒子調製時の DNA 量依存的に細胞発光量の上昇が見られた

ことから、細胞に導入される DNA 量と発光量には相関があると考えられる（図 1.2）。パー

ティクルガン法では、細胞ごとに導入される DNA 量が異なると考えられるため、細胞間で

導入された DNA 量が異なることが分布の幅を大きくする要因だと考えられる。 
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また、金粒子が細胞のどこに導入されるかも重要だと思われる。金粒子が核内に導入さ

れた場合は、金粒子にコーティングされた DNA 量に応じた発現量を示すと考えられるが、

核以外の場所に金粒子が打ち込まれた際には、金粒子表面から溶け出した DNA が細胞内に

拡散し、核内に入ることで発光レポーターが発現すると考えられる。この場合、核に入る

DNA 量は、金粒子が直接核内に入るよりも、極端に少なくなり、発現量が低くなると予想

される。このように、金粒子が細胞のどこに導入されるかによっても発現量は変化すると

考えられる。発光細胞数も DNA 量依存的に変化したことについても、核以外に導入された

金粒子から溶け出す DNA 量が減ることで、核に DNA が取り込まれる確率が減少すること

が要因の一つと考えられる。GUS 染色をマーカーとした解析では、パーティクルガンによ

る遺伝子導入において発現が見られた細胞の 90%で核に金粒子が打ち込まれていることが

報告されている（Yamashita et al. 1991）。GUS 染色の感度が、生物発光測定の感度と同

程度だとすると、我々が測定した発光細胞でも、その 90%において金粒子が核内に導入さ

れていたことになる。その場合、核内に金粒子が導入されていない 10%の細胞の発光量が

変化することによって発光細胞全体の数や分布構造が大きく変化するとは考えにくいため、

金粒子の細胞内の位置以外の要素、例えば、核内での金粒子の位置などを考慮する必要が

ある。逆に、GUS 染色の感度が発光測定の感度より大きく低い場合は、我々が測定した発

光細胞のうち発光量が高い細胞では、そのほとんどで金粒子が核内に導入されていること

となり、前述の仮説と矛盾はない。 
 

導入細胞の種類 

 GFP レポーターを用いた解析で、パーティクルガンによる遺伝子導入においてレポータ

ー遺伝子は、イボウキクサでは少なくとも表皮細胞と葉肉細胞に導入されることが明らか

となった（図 1.4）。表皮細胞と葉肉細胞の比率は 20％と 80％であった。時系列測定では構

成発現レポーターでも概日発現レポーターでも 50 細胞以上を測定したため、10 細胞程度は

表皮細胞の発光を観察していると考えられる。しかしながら、どちらのレポーターによる

測定においても発光変動を２つの異なるタイプに分けることはできなかった。このことは、

今回測定に用いたレポーターの発現様式は表皮細胞と葉肉細胞で大きな違いがないことを

示唆している。Yakir らの GFP を用いた時計遺伝子発現の時系列測定においても、表皮細

胞と葉肉細胞で顕著な差は見られておらず、この結果は妥当だと考えている（Yakir et al. 
2011）。この報告では、孔辺細胞において時計遺伝子の挙動が表皮細胞と葉肉細胞と異なる

ことが示唆されたが、イボウキクサではレポーター遺伝子の孔辺細胞への導入自体が観察

されなかった。イボウキクサの孔辺細胞には葉緑体が見られず、開口運動も見られないこ

とが報告されている（Park et al. 1990、Les et al. 1997）。そのため、イボウキクサでは孔

辺細胞の活性が他の植物に比べて著しく低く、レポーター遺伝子のシグナルが検出できな

いほど弱かった可能性がある。 
 今回行ったマクロレンズによる接写による細胞発光の測定では、細胞の種類や組織中で
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の詳細な位置を決定することはできなかった。しかしながら、細胞間における遺伝子発現

様式の差異を細胞の種類や組織中での位置情報と組み合わせて解析する技術は、細胞レベ

ルから多細胞生物を理解する上で大変有用だと考えられる。光学系をマクロレンズから顕

微鏡に変えることで、細胞の形状を判別できる解像度での細胞発光測定が可能となるかも

しれない。ただし、光学系の複雑さからシグナル損失が大きい顕微鏡を用いた測定では、

感度が大幅に低下することが予想される。そのため活性の高い発光レポーターを使用する

必要がある。また、顕微鏡による測定では個体の一部分のみを拡大するため、個体全体を

捉えることができるマクロレンズによる測定に比べて得られる情報が制限される。そのた

め、現在は GFP レポーターを共導入する方法を検討している。細胞発光の時系列測定のあ

とで、測定したフロンド全領域を共焦点レーザー顕微鏡で観察し、GFP 発現細胞の個体中

での位置を生物発光画像と照らし合わせることで、各発光細胞の種類の決定が可能だと考

えている。また、シロイヌナズナでは各細胞種に特異的に発現するマーカー遺伝子が同定

されている。これらの遺伝子を用いた細胞種特異的な蛍光レポーターを利用しても細胞種

を決定できると考えられる。この場合は、現在のマクロレンズに蛍光フィルタを取り付け

るだけで蛍光シグナルが取得できるため蛍光シグナルと発光シグナルを対応付けることが

容易である。また、蛍光レポーターのかわりに、発光スペクトルの異なるルシフェラーゼ

を用いた細胞種マーカーを利用することで励起光の照射装置なしに細胞種を決定すること

も可能かもしれない。 
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材料と方法 

植物と培養条件 

実験に用いたイボウキクサ（Lemna gibba）G3 株は、40 年以上、実験室で培養され維持さ

れてきたものを使用した。イボウキクサは、温度が 25 ± 1 ℃に保たれた培養室において、

連続明条件下で、１％ショ糖入りの M 培地で維持したものを用いた（Hillman 1961）。光

源として 3 波長型昼白色蛍光灯（NEC FLR40SEX-N/M-HG）を用い、光量は約 50 μE m-2 

s-1で培養した。植物は 100 mL フラスコに 30 mL の培地、もしくは 200 mL フラスコに 60 
mL の培地を入れて綿栓とアルミホイルで蓋をしたものを用いて無菌状態で培養した。1 週

間に一度植え継ぎを行い、よく成長したコロニーを実験に用いた。 
 

遺伝子導入コンストラクト 

 構成発現型発光レポーターとして、pUC-CaMV35S:LUC+（CaMV35S:LUC、名古屋大

学  芹川雅之・三輪久美子博士より分与）を用いた。Cauliflower mosaic virus 35S
（CaMV35S）のプロモーター領域にホタルルシフェラーゼ（LUC+）が結合している。

Clontech 社の pBI221 の CaMV35S プロモーター下流の GUS 遺伝子を、Preomga 社の

LUC+遺伝子で置換して作成した。 
 概日発現型発光レポーターとして、pUC-AtCCA1:LUC+（AtCCA1:LUC、名古屋大学 中

道範人博士より分与）を用いた。朝方に発現するシロイヌナズナの時計遺伝子である、

CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1（CCA1）遺伝子の第四エキソンの 5’端にホタルル

シフェラーゼ（LUC+）が結合している。結合点より約 1.8kb 上流までをプロモーターとし

て含んでいる。Nakamichi et al. （2004）における construct C と同様のもの。 
 GFP レポーターとして、pBI121–35S:GFP-h（CaMV35S:GFP-h、京都大学 西村いくこ

教授より分与）を用いた（Nakano et al. 2009）。GFP タンパクに小胞体局在シグナル配列

が結合している。 
 

パーティクルガンによる遺伝子の導入 

各コンストラクトはパーティクルガン法を用いて、ウキクサに導入された(図 0.5、Miwa 
et al. 2006)。遺伝子導入用の金粒子は以下の手順で調整した。 
① エッペンドルフチューブに、直径 1 μm の金粒子を 50％グリセロールで懸濁した液（60 

mg ml-1）を 8 μL、スペルミジン溶液（1 M）を 3.3 μL いれて、1 分間ボルテックス。 
② レポーターDNA 溶液 (up to 10 μL)、CaCl2溶液(2.5 M)を 8 μL 加えてボルテックス。 
③ 室温で 15 分以上静置。 
④ 卓上遠心機により遠心し上清を除いたのち、80％エタノールを 80 μL 加えて洗浄。 
⑤ 卓上遠心機により遠心し上清を除いたのち、100％エタノールを 80 μL 加えて洗浄。 
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⑥ 卓上遠心機により遠心し上清を除いたのち、100％エタノールを 15 μL 加えて軽く懸濁。 
導入には BIO-RAD の PDS-1000/He をマニュアルに従って使用した。打ち込みは、ウキク

サを載せた 35 mm シャーレを金粒子発射点より約 8 cm 離れた位置にセットし 25 mmHg
まで脱気した後に 650 psi のラプチャーディスクを用いて行った。打ち込み後すぐに 1 mM 
ルシフェリン入りの培地 3 mL を加えた。 

 

細胞発光自動測定システム 

 細胞発光イメージングには、高感度 EM-CCD カメラ（ImagEM C9100-13 浜松ホトニク

ス）を-80 ℃に冷却して用いた（図 1.1）。カメラにはマクロレンズ（Schneider 社製, f 0.95/25 
mm）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、波長が 630 
nm 以上の光をカットするフィルタ（SPF630 朝日分光）を装着した。35 mm シャーレ全

体のイメージングは 5 mm のエクステンションリングを使い、レンズの焦点距離を無限遠

にして行った。ウキクサ個体の拡大像のイメージングは 16.5 mm のエクステンションリン

グを使い、レンズの焦点距離を 0.3 にして行った。植物用の光源には光ファイバ付き白色

LED 光源（PFB2-20SW CCS）を用いた。測定装置は人工気象器（NK system 
KCLP-1000I-CT）の中に入れた暗箱中に設置され、測定中の温度は 25±1 ℃に維持された。

EM-CCD カメラ、LED 光源ともコンピュータ上のソフトウェア（HOKAWO 浜松ホトニ

クス）により自動制御した。 
 

細胞発光量の定量 

 EM-CCD カメラを用いて取得した画像データ（16bit TIFF）から CCD 素子に入射した

光子数を以下の式で求めた。 

光子数＝(出力輝度－ダーク輝度)×変換係数／（アナログゲイン×EMゲイン×変換効率／100） 
   ＝（出力輝度－ダーク輝度）×  5.8  ／（     1       ×   1200  ×  0.9 ／100） 

ダーク輝度はレンズに蓋をした状態で 5 回撮影を行って得られたデータの中央値とした。 
測定領域内の全ピクセルの総和を光子数に変換したものを発光量とした。 
 

シロイヌナズナ CAB3:LUC 形質転換体からのプロトプラスト単離と生物発光測定 

シロイヌナズナChlorophyll a/b-binding protein 3（CAB3:LUC）形質転換体(京都大学 望
月伸悦 助教より分与)を 3％ショ糖入りの MS1％寒天培地へ撒き、22 ℃、光量 30 μE m-2 s-1

の 12 時間明 12 時間暗条件で 38 日間培養したものを用いた。本葉を 10 枚切り取り、カミ

ソリにより切り刻んだ後に、50 ｍL フラスコ中の酵素液［Cellulase onozuka R-10 1%、

Macerozyme R-10 0.3%、Mannitol 0.4 M、CaCl2 8 mM、Mes-KOH（pH 5.6）5 mM)］
10 ｍL に入れ一晩浸透した。処理液を 100 μm ナイロンフィルターで濾過した液に W5 
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Solution［NaCl 154 mM、KCl 5 mM、Glucose 5 mM、CaCl2 125 mM、MES-KOH（pH 
5.6） 1.5 mM］を加えたものを遠心（50 g 室温 5 min）してプロトプラストを回収した。

回収後 1 mM ルシフェリンを含む W5 Solution にプロトプラストを懸濁し、生物発光を測

定した。なお、生物発光測定時に AtCAB3:LUC の生物発光活性のピークが来るように実験

を行った。 
 

GFP 蛍光の観察 

 イボウキクサに CaMV35S:LUC と CaMV35S:GFP-h を共導入し、明暗条件下において 1 
mM ルシフェリン入りの培地で 1 日間培養した後、共焦点レーザー顕微鏡(カールツァイス 
LSM510-META)を用いて GFP 蛍光と葉緑体の自家蛍光を測定した。GFP 発現細胞の形状

と葉緑体の有無から、細胞の種類を判断した。 
 

細胞発光の時系列測定 

 ウキクサ植物は鉛直方向の運動をしないが、浮いているため水平方向へは容易に動く。

そこで小型の針でウキクサを傷つけないように檻をつくりイボウキクサの位置を固定した。

針の固定のためにシャーレの底にシリコンゴムを敷いた。檻の中における多少の動きは避

けられなかったため、測定後に画像処理による位置補正を行った。１つのフロンド内の２

つの発光細胞を手作業で追いかけ、その位置情報からウキクサの平行移動距離と回転角度

を検出し位置の補正を行った。位置補正を行った画像について、近接する細胞発光と分離

可能だった発光スポットについて、手動で測定領域（ROI: Region of interest）を設定し細

胞発光の変動を測定した。ROI のサイズは全て 6×6 ピクセルとした（1 ピクセルは約 0.25 
mm）。 
 

ピーク時刻の決定 

 AtCCA1:LUC導入時に細胞が示した発光変動の日周リズムのピーク時刻はR言語で作成

したスクリプトで決定した。まず、発光時系列データに対して、全体平均を減算し、全体

の分散で除算することで、時系列データを正規化した。正規化した時系列データを３点移

動平均処理で平滑化し、リズムのピーク付近において発光量が最大であった時刻をピーク

時刻とした。 
 

統計解析 

 本研究で行った統計解析は全て R 言語の内部関数によった。 
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第２章  

植物個体内における細胞概日時計の不均一性と、 

明暗条件下でのその不顕在化 
 

導入 

生物は環境変動から様々な情報を取り出し、適切に応答することで日々を生き抜いてい

る。この巧妙なシステムは個々の細胞に内蔵されており、多細胞生物が示す応答も個々の

細胞の応答を基盤として成立している。概日時計は環境変動から時間情報を取り出す機構

であるが、この機構も個々の細胞が生成する概日リズムを基盤として成立している。本章

では、第 1 章で開発した 1 細胞発光測定系を用いて、植物個体内の細胞時計が示す挙動を

解析し、細胞レベルからの植物の概日時計を理解することを目指す。ここでは、これまで

に行われてきた「個体レベルでの概日時計の挙動を細胞レベルから理解する」ための試み

を、生物種を問わず概観することで本研究の前提を確認し、研究の目標をまとめる。 
 

個体が示すリズムは、細胞時計の集団状態を反映する 

 個体内の細胞一つ一つが示す概日リズムへ興味が向けられたのは最近のことではない。

むしろ概日時計研究の黎明期から個々の細胞時計への言及はなされてきた。概日時計研究

の基礎を築いたビュニング（Bünning）はその著書『生理時計』の中で、いくつかの実例

を挙げて、個体内の細胞間でリズムがずれることを指摘している（Bünning 1973）。とく

に自身が行ったベニバナインゲンの葉が連続暗条件で示す上下運動リズムの解析結果につ

いて詳しく述べており、ある時刻に光刺激をうけたベニバナインゲンでは葉の上下運動リ

ズムの振幅が著しく減衰すること、減衰したリズムにはいくつかのピークが見て取れるこ

と、これらのピークには間隔が約 24 時間となる組み合わせがあること、を解説している（図

2.1A）。この実験結果は、葉の運動という個体レベルでの概日リズムは、構成要素となって

いるいくつかの概日リズムの重ね合わせであり、要素リズムが脱同期したために減衰が生

じたと考えることができる。また、この減衰は、新たな光刺激により解消され、もとの振

幅のリズムが復活することも紹介されている（図 2.1A）。これは脱同期していた要素リズム

が、光刺激により再同期したことを示唆している。そして、ビュニングは概日リズムの構

成要素の最小単位として細胞を想定していた。これらの解析は 1935 年にドイツの科学誌に

発表されており（Jahrbücher für wissenschaftliche Botanik 81:411-418）、概日時計研究

の先駆者が、その研究の初期から、多細胞生物が示す個体レベルの概日リズムを、個々の

細胞が示す概日リズムの集合だと捉えていたことを端的に表している。 
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 一方で、ビュニングは、個体が示す概日リズムの消失が、個々の細胞におけるリズムの

消失に起因する場合もあることを指摘している。実際に、Sweeney は渦鞭毛藻ゴニオラク

ス（Gonyaulax polyedra）の光合成活性を個々の細胞で測定する技術を開発し、強光条件

で培養したゴニオラクスでは光合成活性の概日リズムが細胞レベルで消失することを報告

している（Sweeney 1960）。ただし、弱光で培養したゴニオラクスでは光合成活性リズム

が確認されたことから、強光条件が概日時計の出力系を乱したと考えることもできるため、

概日時計の振動そのものが停止したことが確定したわけではない。しかしながら、細胞レ

ベルで観察される概日リズムが消失したことは事実である。このような観察例から、多細

胞生物において個体が示す概日リズムの解析を行う際には、細胞間での概日リズムの同期

の程度と個々の細胞における概日リズムの強度の 2 つを考慮する必要があることが分かる

（図 2.1B）。 

 

図 2.1 個体リズムの減衰には 2 つの要因がある 
（A）ビュニングが行った連続暗条件におけるベニバナインゲンの葉の上下運動に対する光照射

実験。 ビュニングは、個体内の複数の概日リズムが、光刺激Ⅰにより脱同期し、光刺激Ⅱで再

同期したと考えた。頂点 1、2、3 と、頂点 4、5 と、頂点 6、7、8 とはそれぞれ約 24 時間周期

の要素リズムに起因すると考えられる。生理時計（Bünning 1975） p40 の図 27 より模写。（B）
個体レベルでのリズムの減衰は、細胞レベルでのリズムにおける脱同期と減衰の両方で生じる。 
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個体内における細胞間での概日リズムの脱同期の直接的な観察例 

 発光レポーターの開発と光学的測定技術の進歩により、培養組織や培養細胞において、

個々の細胞における時計遺伝子の発現リズムが観測可能となった（Welsh et al. 2005）。そ

の結果、個体内における細胞間での概日リズムの脱同期が直接的に観察されるようになっ

ている。マウスを連続明条件で長期間育成すると、個体の活動リズムが消失する個体があ

らわれるが、このような個体から取り出した脳組織を観察すると個々の細胞において時計

遺伝子の発現リズムは消失しておらず、脱同期状態にあることが明らかとなっている（Ohta 
et al. 2005）。逆に、活動リズムが持続していた個体では、個々の細胞は同期を保っている

ことも報告されている。植物では個々の細胞のリズムの測定ではないが、葉や根のような

組織間もしくは組織内において、概日リズムが脱同期する様子が観察されている（Fukuda 
et al. 2007、Fukuda et al. 2012、Wenden et al. 2012）。また、蛍光レポーターを用いた細

胞リズムの観察では、孔辺細胞と葉肉・表皮細胞間でリズムが脱同期している例が報告さ

れている（Yakir et al. 2011）。これらの観察例から、多細胞生物の個体内においても細胞

が示す概日リズムが消失することは少なく、個体レベルでのリズムの減衰は細胞間でのリ

ズムの脱同期により起きることが多いと考えられる。このことは時計遺伝子ネットワーク

自体が自励振動を生成するように構成されている点を考えても自然なことだと思われる

（Jolma et al. 2010）。 
 

細胞概日リズムの自発的な脱同期には２つの要素がある 

 ゴニオラクスを用いた概日リズム研究の第一人者である Hastings のグループは、細胞間

での概日リズムの脱同期現象には、細胞間での周期の不均一性、周期の不安定性の 2 つの

要素があると指摘している（図 2.2A、Njus et al. 1981）。ゴニオラクスはルシフェラーゼ

を持ち生物発光を示す単細胞性の藻類であるが、発光に概日リズムがみられることから、

発光レポーターの開発以前より概日リズムの解析に用いられてきた。ゴニオラクスを連続

明条件で培養すると、集団全体が示す発光リズムの波形は徐々に広がり、リズムが低振幅

化する。このことは細胞間でリズムが脱同期していると考えれば理解できる。個々の細胞

の発光リズムが完全に同期している際には、集団が示す発光波形は個々の細胞の発光波形

と同一となる。脱同期している場合には、各細胞の発光ピークが揃っていないために、集

団が示す発光波形は低振幅となる。Njus らはこの脱同期が、細胞間での周期の不均一性と

周期の不安定性のどちらによるものか解析を行った。その際、上記の 2 つの場合で細胞概

日リズムのピーク時刻の分布の変化様式が異なる点に注目した（図 2.2B）。細胞間で周期が

違う場合、各細胞の周期が分散𝜎𝜎2の正規分布に従うとすると、n サイクルにおけるピーク時

刻の分布は分散が𝑛𝑛2𝜎𝜎2の正規分布となる。細胞の周期が不安定な場合、サイクル間での周

期の変化が分散𝜎𝜎2の正規分布に従うとすると、n サイクル目におけるピーク時刻の分布は

𝑛𝑛𝜎𝜎2の正規分布となる。つまり、ピーク時刻の分散は、細胞ごとに周期が異なる場合は分散
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がサイクル数の 2 乗に比例し、周期が不安定な場合は分散がサイクル数に正比例する（図

2.2C）。そこで Njus らは細胞集団の発光リズムの波形の変化から、ピーク時刻の分散の変

化を推定し、サイクル数に正比例するか、その二乗に比例するかを検証した。その結果、

分散の上昇率が直線よりも大きかったため、脱同期が周期の不安定性だけでは説明できず、

細胞間で周期が異なると推定している。 
 Njus らの解析は深い洞察にもとづく見事なものであったが、実際には細胞間における周

期の不均一性と、周期の不安定性は同時に考慮する必要があり、分散はその線形和となる。

しかしながら、集団が示す発光の波形のみの解析からは、この 2 つを分離して推定するこ

とは非常に困難であった。近年、発光レポーターによる、細胞が示す発光リズムの直接的

な測定が可能となったことで、この 2 つの成分を分離して測定できるようになった。Leise
らはマウスの概日時計遺伝子である PER2 の発光レポーターを発現するマウス線維芽細胞

を培養して、細胞リズムを 6 週間もの長期間測定した（Leise et al. 2012）。そのデータを

用いて、細胞間の周期の違いと、周期の不安定性を推定した。その結果、線維芽細胞間に

は有意な周期の不均一性が見られたが、周期不安定の程度（標準偏差で 1.96 h）のほうが

細胞間での周期不均一性の程度（標準偏差で 0.77 h）よりも大きいことを明らかとした。

このことは、個々の細胞は周期が不安定な時計であり、細胞レベルの脱同期を解析する際

は、細胞間での周期の違いだけでなく周期の不安定性を考慮する必要があることを示して

いる。 
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図 2.2 細胞リズムの脱同期における 2 つの要素 
（A）細胞リズムの脱同期は、2 つの要因によって起こる。1 サイクルごとのピーク間隔の長さ

を色で表している。（B）2 タイプの脱同期の例。模式図の下に。5000 細胞を対象としたシミュ

レーション結果を表示した。（Ⅰ）では細胞の周期を、平均周期 24 時間、標準偏差 1 時間の正

規分布として与えた。（Ⅱ）では細胞の周期は全て 24 時間とし、1 サイクルごとの周期変動とし

て、標準偏差 1 時間の正規分布を与えた。（Ⅰ）と（Ⅱ）で与えた正規分布の標準偏差はともに

1 時間だが、ピーク時刻分布の広がる速度、つまり脱同期の速度が異なる。（C）脱同期の程度

は、ピーク時刻の分散によって評価できる。そこで、シミュレーション結果においてピーク時刻

の分散を算出した。細胞ごとに周期が異なる場合は分散がサイクル数の２乗に比例し、周期が不

安定な場合は分散がサイクル数に正比例することが分かる。 
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細胞間相互作用による不均一で不安定な細胞時計の統合 

マウスの線維芽細胞では細胞時計の性質として、細胞間で概日リズムの周期が異なると

いう「周期不均一性」と、個々の細胞において概日リズムの周期がゆらぐという「周期不

安定性」が観測された。このような不正確な時計で個体が構成された場合、細胞間で概日

リズムの脱同期が生じ、個体レベルの概日リズムはすぐに減衰し消滅するように思える。

しかしながら実際には、マウスの活動リズムは 4 ヶ月以上もの間、安定した周期で継続可

能である（Ohta et al. 2005）。これは、哺乳類の概日時計システムには、安定した概日リズム

を生成する中枢時計があり、線維芽細胞のような抹消時計を統御しているためである

（Gachon et al. 2004）。哺乳類の中枢時計は間脳にある視交叉上核という組織であり、数万

の神経細胞から構成されている。この視交叉上核をマウスから切り出した視交叉上核スラ

イスを組織培養しても、スライス内において細胞間での概日リズムは 1 ヶ月以上同期を保

ち、組織レベルでの概日リズムは消失しない（Yamazaki et al. 2002）。しかしながら、視

交叉上核に神経毒であるテトロドトキシンを処理すると細胞間で概日リズムは急速に脱同

期し、テトロドトキシンを洗い流すと細胞間でリズムはすぐに再同期する。（Yamaguchi et 
al. 2003）。このことから、視交叉上核の神経細胞はシナプス結合を介した細胞間相互作用

により細胞間で概日リズムを同期させていると考えられている（Aton and Herzog 2005）。
また、神経細胞を視交叉上核から取り出した場合でも、神経細胞は概日リズム示すが、そ

の周期は視交叉上核スライス内の細胞よりも不均一であり、周期自体も不安定であること

が明らかとなっている（Honma et al. 2004）。つまり、視交叉上核を構成する細胞時計もそ

の性質は「不均一」かつ「不安定」であるが、細胞時計間で相互作用を行うことで、概日

リズムの周期を揃え、安定化していると考えられる。 

 

同期現象の定量的解析 

 視交叉上核でみられるような細胞間での概日リズムの同期現象は、リズムの位相のみに

着目すると見通しがよくなることが知られている。位相は各細胞の主観的な時刻であり、

単位円上の点として表すことができる（図 2.3）。位相を表す点は、単位円上を周回し、単

位円 1 周がリズムの 1 サイクルに相当する。実際のデータ解析においては、位相は、ピー

クからピークの間、単調に増加する変数として定義される。そのため、時系列データから

ピーク時刻を抽出するだけで各時刻の位相が定義できる。位相を用いることで任意の時刻

における細胞間での概日リズムのズレを定量化することができる。また、細胞間で働く概

日リズムを同期させようとする相互作用は、互いの位相を近づけようとする作用と捉える

ことができる（図 2.4）。このような利便性から、同期現象のダイナミクスは位相のみの方

程式で記述されることが多い（Strogatz 2000）。位相のみに着目することで、波形などの複

雑な要素を考慮する必要がなくなり、同期現象の取り扱いが簡単になる。 
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図 2.3 位相の定義 

位相は主観的な時刻に対応する。本研究では位相を、ピークからピークの間を 0 から 2π まで

単調に増加する変数と定義する。単調に増加するということは、角速度、つまり周期が一定とい

うことである。位相は単位円上の点に 1 対 1 対応する。 
 
 

 

図 2.4 位相を用いた細胞間相互作用の捉え方 
細胞が示す概日リズムの間でピーク時刻が異なる場合、そのリズムは脱同期していると考えられ

る。これを位相であらわすと、単位円上にプロットされる異なる点となる。細胞間で細胞リズム

を同期させようとする相互作用がある場合、単位円上の位相点を重ねようとする力として表され

る。 
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また、複数のリズムの位相を単位円上にプロットすることにより、リズムの同期の程度

を可視化できる（図 2.5）。この時、位相を表す点の重心を計算し、単位円の中心からの距

離を求めることで、同期の程度を定量できる。この尺度は、同期理論の枠組みでは秩序変

数（Order parameter）と呼ばれ、同期現象の数理モデルを構築する際に、鍵となる変数で

あることが明らかとなっている（Strogatz 2000）。しかしながら本研究では単純に同期率と

よぶ。同期率は 0 から 1 の値をとり、リズムが同期しているほど 1 に近づく。 
同期率は集団が示すリズムを解析する上で便利な尺度であるが、空間分布を考慮してい

ない点で注意が必要である。すなわち、同期率が同じ場合でも位相の空間分布に秩序があ

る場合とない場合が存在する（図 2.6）。とくに近傍細胞間で位相を近づけるような作用が

存在するような場合、位相には連続的な空間パターンが形成されると考えられる。実際に

細胞間で位相を揃えるような相互作用を仮定した数理モデルにおいては、位相の空間パタ

ーンが形成されることが示されている（Fukuda et al. 2011）。 
 視交叉上核スライスにおいて個々の細胞の概日リズムを測定し、上記手法で位相の解析

を行った例では、細胞間での同期率が約 0.8 を維持することが明らかとなっている。また、

スライス全体に位相の空間パターンが存在することも明らかとなっている（Fukuda et al. 
2011）。 

 
図 2.5 同期率の定義 
複数のリズムについて、ある時刻 t の位相を同じ単位円上にプロットする。リズムが同期してい

るなら位相を表す点は円周上の一部に集中し、リズムが脱同期していれば、位相点は円周上に散

らばる。つまり、位相点のバラつきが同期率となる。これを定量化するために位相点の重心を求

め、重心と単位円の中心との距離を同期率と定義する。リズムが完全に同期してれば同期率は 1
であり、完全に脱同期していれば同期率は 0 になる。 
 

重心 1

同期率 = 1 : 完全に同期

同期率 = 0 : 完全に脱同期

同期率

時間
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図 2.6 同期率は同じだが、位相の空間分布が異なる場合の例 
ある時刻 t の各細胞時計の位相を色であらわした。各色の点が、同色のリズムに対応している。

各色の点が、同じ数だけプロットされているため、位相の空間分布におけるパターンの有無に関

わらず、どちらの場合も同期率は 0.33 となる。 
  

どちらも同期率 は0.33

重心

空間パターンなし 空間パターンあり
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植物の細胞時計は独立性が高い 

 概日発現型発光レポーター形質転換シロイヌナズナの葉における脱同期現象の解析にお

いても、概日リズムの位相に着目したアプローチがとられている。取得した生物発光画像

において、各ピクセルの発光リズムに対して位相（図 2.3）を計算し、同期率（図 2.5）を

算出している。その結果、明暗条件下での葉内の概日リズムの同期率は 1 に近いが、連続

明条件へと移行した後は、同期率が減少していく様子が観察されている。しかしながら、

同一の葉では同期率は 0.4 を下回ることはなく、細胞間での概日リズムの同期がある程度は

維持されていることが示唆されている（Wenden et al. 2012）。 
また、位相の空間分布を検証した結果、シロイヌナズナの葉では、位相が連続的に変化

するような空間パターンが見出されている（Fukuda et al. 2007, 2013、Wenden et al. 
2012）。とくに、植物体から切り離した葉において、明瞭な空間パターンが見られた（Fukuda 
et al. 2007、Wenden et al. 2012）。植物体から切り離されていない葉の観察では、葉脈が

周辺組織の概日リズムに影響を与えることが明らかとなっており、数理モデルにおいても

葉脈における物質の拡散が細胞時計の位相を遅らせる効果を持つことが示されている

（Fukuda et al. 2007）。植物体から切り離された葉では葉脈内の物質転流が消失するため、

近接細胞間での相互作用の影響が顕れるようになり、葉内における位相の空間パターンが

形成されたと考えられている（Fukuda et al. 2007）。細胞間での相互作用の様式は未だ不

明であるが、植物においては細胞同士が原形質連絡で繋がっているため拡散性の物質を介

した機構が想定されている（Fukuda et al. 2007）。最近、ショ糖添加により、概日時計の

位相が変化することが明らかとなり、細胞間での相互作用の仲介物質としての注目が高ま

っている（Haydon et al. 2013）。 
 以上のように、シロイヌナズナの葉を用いた先行研究では、位相に着目した解析を行う

ことで、発光変動を目視で解析するだけでは認識が難しい葉内の空間パターンを抽出する

ことに成功しており、その解析から細胞時計間で位相を近づけるような相互作用の存在が

示唆されている。しかしながら、以下の解析例は、植物の組織内における細胞時計の独立

性の高さを示唆している。シロイヌナズナの葉では、測定領域間での概日リズムの周期が

異なることが報告されている（Wenden et al. 2012）。周期が異なる場合、位相の空間パタ

ーンは長期間維持されない（図 2.7）。また、連続明条件においてシロイヌナズナの葉にみ

られる位相の空間パターンは、明暗条件へと同調すると消失することが報告されており、

細胞間での相互作用よりも、光刺激への応答が優先されることが示唆されている（Wenden 
et al. 2012）。また、タバコの子葉の一部のみにアルミホイルを被せることで明暗条件を逆

転させた実験では、アルミホイルが被せられた部分のみが逆相のリズムを示し、連続明条

件への移行後も、脱同期状態は維持された（Thain et al. 2000）。この実験においても、細

胞間での相互作用よりも明暗条件への同調が優先されることが示唆されている。植物では、

ほぼ全ての細胞で光受容体が発現しているため、個々の細胞が光刺激に応答できると考え

られる（Toth et al. 2001）。これは哺乳類の概日時計システムと大きく異なる点である。マ
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ウスの中枢時計である視交叉上核は、視神経を通して光刺激を受容するが、光刺激は一部

の細胞にしか入力されない（Yan et al. 2007）。一部の細胞に入力された光刺激を組織全体

で共有するために、視交叉上核では細胞時計間での相互作用機構が発達したと考えられる。

植物において細胞時計の独立性が高い要因の１つは、個々の細胞時計が外部環境サイクル

に同調する能力を持つことだと考えられる。 

 

図 2.7 リズム間で周期が異なる場合、位相関係は保たれない 
リズム間で周期が同じ場合は、リズム間で位相関係は維持される。リズム間で周期が異なる場合、

位相関係は時間とともに変化する。位相に見られる空間パターンは、細胞間の位相関係を可視化

したものであるため、細胞間で位相関係が変化する場合は空間パターンも変化していく。 
 
  

位相関係が変化しない

位相関係が変化する
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概日時計の周期の違いは、明暗条件下での挙動に反映される 

 これまでの組織レベルでの概日リズムの測定により、植物では葉などの組織内において、

細胞時計の独立性が高いことが明らかとなってきている。では、細胞時計の独立性が高い

ことで何か不都合なことないのだろうか。定常条件において、組織内で概日リズムが脱同

期し、細胞間での時間情報の統合がなされないことは既に多くの研究で指摘されている。

そこで、明暗条件において細胞時計の独立性が高い場合に生じる問題について考える。こ

の場合、個々の細胞時計が自律的に外部明暗条件に同調していると考えられる。その場合

でも、個体内の細胞時計は一様に外環境に同調しているために、個体内の細胞が示すリズ

ムは揃っているように見える。では、明暗条件下における概日時計の挙動に影響を与える

要素はあるのだろうか。 
 シロイヌナズナにおいて概日時計の周期が極端に短い変異体や極端に長い変異体は、24
時間周期の明暗条件下では生産性が下がることが明らかとなっている（Dodd et al. 2005）。
この現象は、概日時計が行う夜明け時刻の予測において、短周期変異体では予測時刻が早

すぎるため、長期間変異体では予測時刻が遅すぎるため生じると考えられている（Dodd et 
al. 2014）。これは、明暗条件下である時刻に発現すべき遺伝子の発現時刻が、短周期変異

体では早い時刻に発現してしまい、長期間変異体では遅い時刻に発現してしまうこと意味

している。つまり、概日時計の周期の違いは、明暗条件下での概日時計の挙動に反映され

る（図 2.8）。この現象は、振動体が外環境に同調する際にみられる一般的な性質であるこ

とが理論的に示されている（Granada et al. 2013）。また、様々な生物種において、概日時

計の周期と同調する明暗条件の周期の関係が、同調後のリズムのピーク時刻に反映される

ことが明らかとなっている（Ashoff et al. 1978、Remi et al. 2010）。このことから、同じ

明暗条件に同調した際には、長周期の細胞時計のピーク時刻は、短周期の細胞時計のピー

ク時刻に比べて遅れると考えられる。細胞時計に周期の不均一性が見られた場合、この性

質を利用して明暗条件における細胞時計の独立性を検証することが可能だと考えられる。 
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図 2.8 周期と固定位相の関係 
異なる周期の概日時計が 24 時間周期の明暗条件へと同調する場合を考える。同調の結果、2 つ

の概日時計の「みかけの周期」は 24 時間となる。このとき、ピークやトラフは明暗周期中の特

定の時刻に固定されている。定常条件におけるリズム周期は、明暗条件中のリズム周期（24 時

間）には反映されないが、ピークやトラフの固定時刻には反映される。つまり、長周期の細胞時

計のピーク固定時刻は、短周期の細胞時計のピーク固定時刻よりも遅れる。 
 
 

本章で明らかにしたこと 

以上のことから、イボウキクサにおいても、個々の細胞時計は独立性が高いこと、さら

に、その性質として「周期不均一性」と「周期不安定性」が予想される。そこで本研究で

は、まず細胞時計の独立性とその性質を推定した。その結果、個々の細胞時計の独立性が

高いことが明らかとなった。また、イボウキクサの細胞時計は、個体内において周期不均

一性と周期不安定性を示し、その程度はマウス線維芽細胞と同程度であった。さらに周期

不均一性が明暗条件下での細胞時計に与える影響を検証した結果、細胞時計の挙動は個体

上の位置に強く影響されることが示唆された。これは、これまでに指摘されてきた植物に

おける細胞時計の独立性の高さは定常条件にのみ当てはまることであり、明暗条件におい

ては、個々の細胞時計は協調し統合された個体レベルの概日時計システムを構成すること

を示唆している。 
 

 
  

定常条件 明暗条件

短周期

長周期

ピーク
固定時刻

周期は同じ
24時間

トラフ
固定時刻
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結果 

1 細胞発光測定システムの改良 

個体中の細胞が示す概日リズムを長期間測定するにあたって、第一章で開発した 1 細胞

発光測定システムに改良を加えた（図 2.9A）。照明を植物個体に均一に照射できるように、

照明用光ファイバを測定植物の直上に設置した。その際、測定植物を回転ステージに載せ

ることで、高感度カメラ下と光ファイバ下の位置を移動できるようにした。また、露光時

間の検討の結果、200 秒の露光で細胞発光を十分定量できると結論づけた。そこで、細胞発

光測定のための暗期を 5 分に設定し、測定は 30 分に一度とした。つまり、明条件での測定

では、測定植物は照明下に 25 分間位置し、カメラの下に 5 分間位置するという状態を繰り

返す。カメラ、照明、回転ステージは PC 制御されており一連の測定は自動で行われる。 
測定中の培地の乾燥を防ぐための工夫も行った。測定植物を入れた 35 mm シャーレを 2

つ重ねた 60 mm シャーレの上段に入れた。上段のシャーレの底、下段のシャーレの蓋には

穴が開いており繋がっている。下段のシャーレに水を満たすことで上段のシャーレ内の湿

度を高く保つことで培地の蒸発を防いだ。 
この測定システムを用いて、概日発現型発光レポーターである AtCCA1:LUC を導入した

イボウキクサを測定し、細胞発光リズムを 16 日間という長期間にわたり測定することに成

功した（図2.9BC）。一般的な概日リズムの解析において測定期間は１週間程度であるので、

この測定システムは十分実用的だと結論づけた。 
 

リズム解析手法の検討 1: ピークとトラフの抽出法の検討 

 細胞発光リズムの測定では、一度の測定で多数の時系列データが取得されるため、デー

タ解析の自動化が必要である。そこで本研究では、R 言語を用いてデータ解析用のアルゴリ

ズムを自作した。 
まず、時系列データ中のピーク（山）とトラフ（谷）の抽出法を検討した。測定された

時系列データには概日リズム以外の変動成分が多分に含まれており、このようなノイズの

多いデータからピークとトラフを推定する必要がある。まず、Wavelet 変換を利用したロー

パスフィルタによるノイズ除去の検討を行った。検討の結果、ピークを抽出するには周期 8
時間以下の振動成分をカットすることが必要であることが分かった。しかしながら、この

フィルタではデータの両端で元の波形が保持されないことが多く、見た目のピーク位置と

推定されたピーク位置の誤差が大きかった。また、ピーク位置は時系列データの局所最大

値として推定したが、この方法では時間解像度が時系列データと同じ 30 分であり細胞間で

のピーク時刻の差異について詳細な比較を行う上でも実用的ではなかった。 
次に、局所的な二次関数フィッティングによるピークとトラフの抽出法を検討した。未

処理の時系列データではデータ中のノイズが大きくフィッティングが収束しないことが多
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かったため、移動平均によるノイズ低減処理を前処理として行った。検討の結果、2 時間移

動平均フィルタによるノイズ低減処理で十分であることがわかった。そこで、細胞発光の

時系列データについて、2 時間移動平均フィルタ処理をおこない、局所二次関数フィッティ

ングを行うことで、ピークとトラフの推定を行った（図 2.9D）。また、推定されたピークと

トラフから、リズムの振幅と位相を時間の関数として計算した（図 2.9EF、材料と方法）。 

 
図 2.9 細胞発光リズムの定量的解析 
図中の白横棒は明期、黒横棒は暗期を示す。（A）発光測定装置の概略。（B）生物発光画像。細

胞発光測定用の ROI（6×6 ピクセル）を赤枠で表示。Bar: 1 mm。（C）１細胞発光の変動。B に

おいて黄色矢印で示した細胞の発光変動を表示。（D）(C)の時系列データに対するピーク/トラフ

抽出の結果。2 時間移動平均処理を行った時系列データ（白丸）に、ピーク位置決定用の二次関

数フィッティング結果がマゼンダの実線、トラフ位置推定用二次関数フィッティング結果がシア

ンの実線、推定されたピーク時刻が赤の点縦軸、推定されたトラフ時刻が青の点縦軸、ピークと

トラフの包絡線が緑の実線で表示されている。（E）(D)のピーク/トラフ抽出結果から計算された

各時刻の振幅。（F）(D)で推定されたピーク時刻から算出された各時刻の位相。（G）FFT-NLLS
法におけるフィッティングの結果。（C）の時系列データを正規化したもの（白丸）へフィッテ

ィングされたコサイン線形和関数を赤の実線で表示した。 
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リズム解析手法の検討 2: リズム持続細胞の選別手法の検討 
作成したピーク/トラフ抽出アルゴリズムは、発光量が低いデータやリズムが不明瞭なデ

ータにおいて、ピーク以外の発光変動をピークとして抽出することが多かった。そのため、

正確な解析を行うためには、このようなリズム解析が難しい時系列データを自動で認識し

て解析対象から外す必要があった。そこで、測定期間中に明瞭なリズムが持続した細胞（以

下、リズム持続細胞）を選別する手法を検討した。 
まず、リズムの明瞭さを評価する指標について検討した。多くの概日リズム研究におい

て、Fast Fourier Transform Non-Linear Least Square （FFT-NLLS）法における Relative 
Amplitude Error（RAE）がこの目的で用いられている（Zielinski et al. 2014）。FFT-NLLS
法は時系列データの周期をコサイン関数線形和によるフィッティングにより推定する手法

である。RAE はフィッティング結果の有意性の指標であり、0 から 1 の値をとる。フィッ

ティングの有意性が小さいほど、RAE は 1 に近づく。そこで、本研究でも、FFT-NLLS 法

を用いて細胞発光リズムのRAEを求めることで、リズム持続細胞の選別を行うこととした。 
FFT-NLLS 法では、リズムのベース発光量や振幅が変化することを想定していない。そ

のため、これらが大きく変化する細胞発光リズムにそのまま適用するとフィッティング時

の誤差が大きくなり、RAE が高く見積もられる。そこで Izumo らの手法を参考に、データ

の前処理を行った（Izumo et al. 2006）。まず、リズムデータから 24 時間移動平均を減算

することで、トレンドを除いた。さらに、24 時間移動標準偏差を除算することで振幅を正

規化した。（図 2.9G）。この処理を行った時系列データを FFT-NLLS 法により解析した結果、

RAE はリズムの明瞭さとよく一致した。明瞭なリズムを示した細胞ではそのほとんどで

RAE が 0.15 より小さかったため、リズム持続細胞の選別閾値は 0.15 とした。 
FFT-NLLS 法では周期の変化を想定していない。そのため、周期が変化している細胞発

光リズムについても RAE が高く見積もられる可能性がある。本研究では周期の不安定性の

解析も行うため、周期変化が大きいことでリズムデータが解析対象から除かれることは解

析結果に偏りを生み出すことにつながる。そこで、RAEが0.15よりも高いデータにおいて、

測定期間中の振幅が常に 0.3 以上であり十分な振幅を持って発光が振動していたデータを

解析対象に加えることとした。 
 上記のリズム持続細胞選別アルゴリズムを R 言語で実装し、以下の解析を進めた。また、

以下の解析において、各細胞の発光リズムの周期は FFT-NLLS 法で推定した。 
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連続明条件下の個体内における細胞発光リズムの脱同期 

 細胞概日リズムの解析にあたって、まず明暗条件に同調した細胞集団を連続明条件へリ

リースする実験を行った。連続明条件で培養したイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、

明暗条件で１日培養した。培養後、導入効率の高いフロンドを選別し、細胞発光を測定し

た。測定の最初は 12 時間暗条件とし、その後連続明条件で測定を行った。測定終了後、発

光が分離可能だった細胞について、発光量を定量し解析を行った。測定は２回行い、各測

定を以下では LDtoLL1、LDtoLL2 と呼ぶ（表 2.1）。 
 連続明条件において各細胞の発光はよく持続し、多くの細胞で発光リズムが持続した（図

2.10AB）。FFT-NLLS 法による解析の結果、約 90%の細胞がリズム持続細胞と判定された

（図 2.10CD、表 2.1）。細胞発光リズムの振幅は連続明条件への移行後、徐々に減少したが、

測定 8 日後以降の振幅の細胞平均は 0.5 程度に維持された（図 2.10E）。このことから、個々

の細胞における発光概日リズムは連続明条件で継続することが示唆された。 
各細胞のピーク時刻は明暗条件では揃っていたが、連続明条件へのリリース後、その分

布は徐々に広がり、細胞発光の総和にみられる概日リズムの振幅も減少した（図 2.10B）。

このことから、測定フロンド内において、個々の細胞発光リズムは徐々に脱同期したと考

えられた。そこで、脱同期過程を定量的に解析するために各時刻における細胞発光リズム

の同期率を求めた（図 2.10F）。同期率は各細胞時計の位相から算出され、0 から 1 の値を

取る（図 2.5）。リズムが同期していれば 1 となり、脱同期していれば 0 となる。同期率は

明暗条件終了時には 1 に近かったが、10 日ほどかけて徐々に減少し、その後大きく上昇す

ることはなく 0.3 程度の値が維持された。このことから、測定フロンド内の脱同期状態はこ

れ以降も解消されないと考えられた。 
シロイヌナズナの葉を用いた先行研究では、脱同期状態における位相の空間パターンの

存在が報告されている（Wenden et al. 2012）。そのため、イボウキクサにおいても脱同期

状態における位相の空間分布を可視化して解析を行う必要がある。この際、各時刻におけ

る各細胞発光リズムの位相を色で表示し、細胞の位置にプロットすることで空間分布の可

視化が可能である（図 2.6）。そこで、位相を値に応じて虹色で塗り分けて測定細胞の位置

にプロットした（図 2.11）。脱同期状態の位相の空間分布に加えて脱同期過程における位相

の空間分布変化も解析するために、LDtoLL1 のデータを用いて測定 2 日、6 日、10 日、14
日の位相の空間分布を示した。その結果、細胞間での概日リズムの脱同期は測定フロンド

全体で偏りなく生じており、脱同期状態においても位相の空間分布に大きな偏りがないこ

とが明らかとなった。このことは細胞時計の性質は測定フロンド内の位置に大きくは依存

しないことを示唆している。その一方で、近接した細胞間では位相が比較的揃っている傾

向が見られた。このことは近接細胞間において位相を揃えるような力が働いていることを

示唆している。 
 FFT-NLLS 法で推定された細胞発光リズムの周期は 20 h から 28 h と大きな幅で分布し

ていた（24.5 ± 1.2 h、mean±SD、図 2.10CD、表 2.1）。細胞発光リズムの周期の別の
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推定法として、細胞ごとにピーク間隔の平均を計算したところ、細胞間で同様のバラつき

が見られた（SD = 1.1 h、表 2.1）。このことから、細胞時計間には周期の不均一性が存在す

ることが明らかとなり、これが脱同期の要因の１つだと考えられた。さらに、細胞時計の

周期安定性を評価するためにピーク間隔の CV（coefficient variance、変動係数）を細胞ご

とに計算した。CV は標準偏差を平均で割ったものを 100 倍し、百分率とした。CV が高い

ほど周期は不安定だと考えられる。計算の結果、ピーク間隔の CV は 7-10%程度であった

（表 2.1）。この値は細胞間での周期の不均一性（CV～5%）と比べて大きかったため、個々

の細胞時計における周期の不安定性も脱同期の要因として無視できないと考えられた。 
以上の解析から、連続明条件において、イボウキクサ個体内の細胞はそれぞれ独立した

概日時計として振る舞うことが示唆された。また、個々の細胞時計の性質として、周期の

不均一性と周期の不安定性が示唆された。 

 

 
 

 
 
 

実験
測定

細胞数
（個）

解析区間
（d）

リズム
持続細胞数

(個)

周期
(h)

mean ± SD

RAE
mean ± SD

ピーク間隔の平均a

(h)
mean ± SD

ピーク間隔のCV
(%)

mean ± SD

LDtoLL1 85 1-16 78 24.5 ± 1.2 0.09 ± 0.04 24.2 ± 1.1 10.6 ± 4.6

1-9 77 23.8 ± 1.3 0.06 ± 0.02 23.6 ± 1.2 7.3 ± 3.8

LDtoLL2 82 1-9 75 23.6 ± 1.4 0.06 ± 0.02 23.5 ± 1.4 7.2 ± 3.6

表2.1 連続明条件へのリリース実験における細胞発光リズムの解析結果

a 細胞ごとにピーク間隔の平均を計算した結果
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図 2.10 連続明条件下の脱同期過程における細胞概日リズムの解析 
イボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、12 時間暗 12 時間明条件で培養後、生物発光の測定を

開始した。図中の白横棒は明期、黒横棒は暗期を示す。（A）測定したフロンド（LDtoLL1）の生

物発光像（上）と明視野像（下）。Bar: 1 mm。（B）LDtoLL1 における 85 細胞の発光変動（実線）

と総発光量変動（黒点線）。上部にピーク時刻の頻度分布（１時間区間）を表示した。（C）LDtoLL1
における細胞発光リズムの FFT-NLLS 法による解析結果。対象期間は 1-16 日。リズム持続細胞

の周期に対する RAE を黒丸で、それ以外の細胞について赤十字でプロットした。（D）LDtoLL2
における細胞発光リズムの FFT-NLLS による解析結果。対象期間は 1-8 日。リズム持続細胞の

周期に対する RAE を黒丸で、それ以外の細胞について赤十字でプロットした。（E）各実験にお

ける細胞発光リズムの振幅の変動。リズム持続細胞の mean ± SD を表示。（F）各実験における

細胞発光リズムの同期率の変動。リズム持続細胞の位相から算出した。  
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図 2.11 連続明条件での脱同期過程における位相の空間分布の遷移 
各時刻における細胞発光リズムの位相を色で表し、個体上において発光が観察された位置にプロ

ットした。 LDtoLL1 のリズム持続細胞のデータを表示した。個体全体で偏りなく、細胞リズム

間の脱同期が生じていることが分かる。同期率が 0.2 程度の Day10 や Day14 において、明瞭な

空間パターンは見られなかった。しかしながら近傍細胞間で位相が揃う傾向がみられた。 
 

  

Day 2 Day 6

Day 10 Day 14
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連続暗条件下の個体内における細胞発光リズムの脱同期 

 次に、連続暗条件へのリリース実験を行った。連続明条件で培養したイボウキクサに

AtCCA1:LUC を導入し、明暗条件で１日培養した。培養後、導入効率の高いフロンドを選

別し細胞発光を測定した。測定の最初 1 日は明暗条件とし、その後連続明条件で測定を行

った。測定終了後、発光が分離可能だった細胞について発光量を定量し解析を行った。 
 各細胞の発光は徐々に減少していき、細胞発光リズムは最初の数サイクル程度しか明瞭

ではなかった（図 2.12AB）。そこで、まず連続暗条件の最初の 4 日間を対象に FFT-NLLS
法による解析を行った。その結果、多くの細胞が低い RAE を示し、90%の細胞がリズム持

続細胞と判定された（図 2.12C、表 2.2）。次に連続暗条件の全期間を対象に FFT-NLLS に

よる解析を行った結果、多くの細胞で RAE が上昇し、リズム持続細胞と判断された細胞は

60%程度に減少した（図 2.12D、表 2.2）。発光リズムが持続した細胞においても振幅が大

きく減少していた（図 2.12E）。振幅は減少したものの、測定期間を通して明瞭なリズムが

継続し、RAE が低い細胞も存在した（図 2.12D）。このことから連続暗条件における概日リ

ズムの持続性が細胞間で異なることが示唆された。どちらの測定区間を対象にした解析に

おいても、細胞発光リズムの周期は約 31 h であり、連続明条件よりも長周期であった（表

2.1、表 2.2）。 
リズム持続細胞は、連続明条件と同様に脱同期した（図 2.12B）。同期率の減少速度は連

続明条件へのリリース実験とほぼ同じであった（図 2.12F）。各細胞の発光リズムの周期は

27 h から 37 h の幅に分布しており不均一であった（図 2.12CD）。またピーク間隔の CV も

大きく、周期の安定性も低かった（表 2.2）。 
以上の解析により、連続暗条件においても、測定フロンド内の細胞はそれぞれ固有の周

期をもつ細胞概日時計として振る舞うが、細胞発光リズムはあまり持続しないことが示唆

された。 

 
  

実験
測定

細胞数
（個）

解析区間
（d）

リズム
持続細胞数

(個)

リズム
(h)

mean ± SD

RAE
mean ± SD

ピーク間隔の平均a

(h)
mean ± SD

ピーク間隔のCV
(%)

mean ± SD

LDtoDD1 73 1-9 41 31.2 ± 1.7 0.09 ± 0.03 31.4 ± 2.2 12.3 ± 4.4

1-5 66 31.2 ± 1.6 0.07 ± 0.02 31.1 ± 2.3 12.0 ± 6.3

表2.2 連続暗条件へのリリース実験の解析結果

a 細胞ごとにピーク間隔の平均を計算した結果
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図 2.12 連続暗条件下の脱同期過程における細胞概日リズムの解析 
イボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、12 時間暗 12 時間明条件で培養後、生物発光の測定を

開始した。図中の白横棒は明期、黒横棒は暗期を示す。（A）測定したフロンド（LDtoDD1）の

生物発光像（上）と明視野像（下）。Bar: 1 mm。（B）LDtoDD1 における 73 細胞の発光変動（実

線）と総発光量変動（黒点線）。上部にピーク時刻の頻度分布（１時間区間）を表示した。（C）

LDtoDD1 における細胞発光リズム FFT-NLLS 法による解析結果。対象期間は 1-4 日。リズム持

続細胞の周期に対する RAE を黒丸で、それ以外の細胞について赤十字でプロットした。（D）

LDtoDD1 における細胞発光リズム FFT-NLLS による解析結果。対象期間は 1-8 日。リズム持続

細胞の周期に対する RAE を黒丸で、それ以外の細胞について赤十字でプロットした。（E）

LDtoDD1 における細胞発光リズムの振幅の変動。リズム持続細胞の mean ± SD (n = 44)を表示。

（F）LDtoDD1 における細胞発光リズムの同期率の変動。リズム持続細胞の位相から算出した。 
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明暗条件を経験していない個体を用いた連続明条件下の細胞リズムの解析 

 連続明条件では、個々の細胞発光リズムは継続し多くの時系列データで定量的な解析が

可能であった。位相の空間パターンの解析では近傍細胞間で位相が揃う傾向がみられた（図

2.11）。また、細胞時計間での周期不均一性と個々の細胞時計における周期不安定性が明ら

かとなった（表 2.1）。しかしながら、以下の理由から連続明条件へのリリース実験はこれ

らの現象の詳細な解析には不適切だと考えられる。リリース後、細胞発光リズムの同期率

は 10 日ほどかけて徐々に減少した（図 2.10E）。このことはリリース後 1 週間以上の間、

植物個体はリズムの同期状態から脱同期状態への遷移期間にあることを意味している。こ

の期間中は、細胞発光リズムの性質が徐々に変化していく可能性がある。実際、細胞発光

リズムの振幅は 8 日ほどかけて徐々に減少していった（図 2.10F）。そのため、連続明条件

下の細胞時計の性質を解析するにあたり、この遷移期間中の細胞発光リズムを対象とする

のは適切ではないと判断した。そこで、連続明条件下において細胞が示す概日リズムの解

析を、一度も明暗条件を経験していない植物個体を用いて行うこととした。連続明条件で

培養したイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、連続明条件で１日培養した。培養後、導

入効率の高いフロンドを選別し、連続明条件で細胞発光を測定した。測定終了後、発光が

分離可能だった細胞について、発光量を定量し解析を行った。 
 個々の細胞時計は明暗条件を経験していなくても、明瞭な発光リズムを示し、細胞発光

リズムは測定開始時から脱同期状態であった（図 2.13AB）。測定期間は異なるが 9 回の測

定を行った（表 2.3）。9 回の測定（LLtoLL1-9）で取得した生物発光の時系列データを

FFT-NLLS 法で解析した結果を図 2.13C にまとめてプロットした。ほぼ全ての細胞におい

て RAE は低く、どの測定においても測定した細胞の約 80%がリズム持続細胞だと判断され

た（表 2.3）。最も長期間であった 8 日間の測定を行った 3 実験（LLtoLL1-3）において、

リズム持続細胞の振幅は細胞平均で約 0.6 を維持しており、細胞時計の性質は測定期間中に

おいて大きくは変化していないことが示唆された（図 2.13D）。 
リリース実験では測定した細胞の約 90%がリズム持続細胞と判断されたが、本測定では

約 80%だった（表 2.2、表 2.3）。この違いは測定初期の振幅の大きさが違うためシグナル・

ノイズ比が異なることに起因すると考えられる（図 2.10E、図 2.13D）。リズムが持続しな

かったと判断された細胞でもリズムが完全に消失していたわけではなく、発光変動におけ

るリズム成分は目視で確認可能な程度は存在した。また、多くの細胞の RAE は 0.3 よりも

低かった（図 2.13C）。そのため、リズム持続細胞が測定細胞の約 80%ということは、個体

内の細胞の 20%程度で概日リズムが消失していることを意味しない。 
9 回の測定（LLtoLL1-9）において、同期率は測定期間中低く維持され、細胞発光リズム

の脱同期状態が持続していることが示唆された（図 2.13E）。測定開始時の同期率は測定開

始後 1.5 日時点で 0.50 ± 0.16（n = 9）と高く、測定期間中に徐々に減少していく傾向が

みられた。しかしながら同期率が測定期間中に大きく変動することはなかった。 
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以下では、本実験で取得した脱同期状態にあるリズム持続細胞の時系列データ

（LLtoLL1-9、表 2.3）を用いて、連続明条件へのリリース実験において示唆された、近傍

細胞間で位相が揃う傾向、細胞時計の周期不均一性・周期不安定性について解析を行う。 

 

 

  

実験
測定

細胞数
（個）

解析区間
（d）

リズム
持続細胞数

(個)

リズム
(h)

mean ± SD

RAE
mean ± SD

ピーク間隔の平均a

(h)
mean ± SD

ピーク間隔のCV
(%)

mean ± SD

LLtoLL1 89 0–8 74 23.7 ± 1.4 0.10 ± 0.03 23.5 ± 1.3 10.2 ± 4.0

LLtoLL2 59 0–8 50 23.8 ± 1.4 0.09 ± 0.02 23.7 ± 1.5 9.5 ± 3.7

LLtoLL3 60 0–8 47 23.4 ± 1.6 0.08 ± 0.03 23.3 ± 1.7 9.1 ± 3.6

LLtoLL4 85 0–3 69 22.3 ± 1.8 0.09 ± 0.03 22.6 ± 2.0 9.3 ± 6.4

LLtoLL5 76 0–3.5 71 23.2 ± 1.3 0.08 ± 0.02 23.0 ± 1.5 4.9 ± 2.5

LLtoLL6 65 0–6 54 23.9 ± 1.7 0.08 ± 0.02 23.9 ± 1.7 7.6 ± 3.5

LLtoLL7 90 0–3 80 22.2 ± 1.0 0.08 ± 0.02 22.1 ± 1.2 6.7 ± 5.7

LLtoLL8 67 0–3 50 22.7 ± 2.1 0.09 ± 0.03 22.7 ± 2.2 7.9 ± 6.4

LLtoLL9 75 0–3 75 22.6 ± 1.1 0.09 ± 0.02 22.7 ± 1.2 8.2 ± 5.6

表2.3 連続明条件における概日リズムの解析結果

a 細胞ごとにピーク間隔の平均を計算した結果
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図 2.13 連続明条件下の細胞発光リズムの解析 
イボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、連続明条件下で 24 時間培養した後、生物発光の測定を

開始した。図中の白横棒は明期を示す。（A）測定したフロンド（LLtoLL1）の生物発光像（上）

と明視野像（下）。Bar: 1 mm。（B）LLtoLL1 の 89 細胞の発光変動（実線）と総発光量変動（黒

点線）。上部にピーク時刻の頻度分布（１時間区間）を表示した。（C）LLtoLL1-9 における細胞

発光リズムの FFT-NLLS 法による解析結果。解析区間は表 2.3 を参照。リズム持続細胞の RAE
を黒丸で、それ以外を赤十字で周期に対してプロットし、9 回の実験をまとめて表示した。（D）

LLtoLL1-3 における細胞発光リズムの振幅の変動。3 実験のリズム持続細胞の mean ± SD (n = 
171)を表示（E）LLtoLL1-9 における細胞発光リズムの同期率の変動。リズム持続細胞の位相か

ら算出した。 
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近接細胞間において位相が揃う傾向の解析 

まず、近傍細胞間で位相が揃う傾向について解析を行った。連続明条件へのリリース実

験での解析と同様に、まず位相の空間分布を可視化した（図 2.14）。その結果、位相は個体

内で偏りなく分布していたが、近傍細胞間で位相が揃う傾向が見られた。これは連続明条

件へのリリース実験において、脱同期状態のフロンドでみられた傾向と同様であった（図

2.11）。さらにこの傾向は 9 回の測定（LLtoLL1-9）のいずれにおいても確認されたことか

ら、位相の揃った細胞集団は脱同期状態にあるフロンド内に一定量存在することが示唆さ

れた。そこで、このような位相の揃った細胞集団領域のサイズ推定を試みた。 
各実験のリズム持続細胞において、全ての可能な細胞ペアについて、細胞間距離と位相

差を求めた（図 2.15A）。位相差は 0 からπの値をとるが、ここではπで正規化し、0 rad/
πから 1 rad/πと表記する。解析の結果、細胞間距離が 0.5 mm より小さい領域では、細胞

間の位相差は細胞間距離が短いほど小さくなる傾向が見られた（図 2.15B）。また、この傾

向は 8 日間の測定期間を通して維持されていた。この位相差が小さい領域が、位相の揃っ

た細胞集団だと考えられる。逆に、胞間距離が 0.5 mm より大きい場合、位相差の平均は細

胞間距離に依らず 0.5 rad/π程度となり、25%タイル-75%タイル間の幅が広かった。このこ

とは、細胞間の位相差は細胞間距離によって決まっておらず、幅広い値を取りうることを

示している。このことから、位相の揃った細胞集団領域のサイズは 0.5 mm よりも小さいこ

とが示唆された。 
次に、位相の揃った細胞集団が、脱同期中のフロンド内で安定に維持されるかを検証し

た。細胞間での位相関係を維持するには、細胞集団の周期が同じである必要がある（図 2.7）。
そこで、周期が同じ細胞集団が存在するかを検証した。位相の場合と同様に、各個体のリ

ズム持続細胞において全ての可能な細胞ペアについて細胞間距離と周期差を求めた。その

結果、細胞間の周期差が小さい領域は 0.2 mm 程度と、位相差が小さい領域（0.5 mm 程度）

と比べて小さいことが明らかとなった（図 2.15B、図 2.16A）。このことは位相の揃った細

胞集団においても細胞間で周期は異なっており、細胞間で位相の揃った状態は、長期間は

維持されないことを示唆している（図 2.7）。 
また、細胞間距離が 0.3 mm よりも長い領域において細胞間の周期差の平均は細胞間距離

によらず一定であり、25%タイル-75%タイル間も細胞間距離によらず大きな幅を持ってい

た。このことから、細胞時計の周期の空間分布には大きな偏りがないと考えられた。実際

に、8 日間の測定（LLtoLL1-3、表 2.3）において、FFT-NLLS 法により推定された各細胞

発光リズムの周期には明瞭な空間パターンが見られなかった（図 2.16B）。 
 
  



60 
 

 
図 2.14 連続明条件における位相の空間分布の遷移 
各時刻における細胞発光リズムの位相を色であらわし、個体上において発光が観察された位置に

プロットした。LLtoLL1 のリズム持続細胞のデータを表示した。明瞭な空間パターンは見られな

いが、近傍細胞で位相が近い傾向がみてとれる。 
 
  

Day 1.5 Day 4

Day 7
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図 2.15 細胞間の距離と位相差の関係 
（A）フロンド中の全細胞ペアについて、細胞間距離と位相差を求めた。（B）各時刻における、

細胞間距離と、細胞間位相差の関係。Day 1.5 は LLtoLL1-9 のリズム持続細胞のデータを用いた。

計算された位相差について、その統計量を細胞間距離 0.05 mm 区間ごとに求めてプロットした。

Day 4 は LLtoLL1-4 のデータを用い、統計量は 0.1 mm 区間ごとに求めた。Day 7 は LLtoLL1-3
のデータを用い、統計量は 0.1mm 区間ごとに求めた。 
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図 2.16 連続明条件における細胞時計の周期の空間分布 
（A）細胞間距離と、細胞間周期差の関係。LLtoLL1-9 のリズム持続細胞について、FFT-NLLS
法で推定された周期と細胞間距離を図 2.12 と同様に求めた。周期差について、その統計量を細

胞間距離 0.05 mm 区間ごとに求めてプロットした。平坦な周期差の平均は、個体内において、

細胞の周期が位置によらず不均一であることを示唆している。（B）LLtoLL1-3 について、細胞時

計の周期に空間的な偏りがないか検証するために、FFT-NLLS 法で推定された周期を色で表し、

発光が観察された個体上の位置にプロットした。個体内に周期に明瞭な空間パターンは見られな

かった。左から生物発光画像、明視野像、周期プロット。 Bars: 1mm 
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個体内の細胞時計の周期は有意に異なる 

 連続明条件において、個々の細胞のリズム周期は 18.2 h から 29.4 h と大きな幅に分布し

大きくバラついていた（23.0 h ± 1.6 h, mean ± SD, n = 563、図 2.13C）。また、ピーク間隔の

CV はどの実験においても 5-10%であり、個々の細胞時計の周期不安定性も高かった（表

2.3）。周期が不安定である場合、細胞の本来の周期が同じでも、不安定性に起因する見かけ

上の周期の違いがあらわれる可能性がある（図 2.2）。そこで、8 日間の測定データ

（LLtoLL1-3、表 2.3）を用いて、細胞間における周期が有意に異なるかを分散分析により

検定した。今回の分散分析では、  𝑖𝑖 細胞の   𝑗𝑗 サイクルにおけるピーク間隔（PPI: 
peak-to-peak interval）が 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝜏𝜏𝑖𝑖 + 𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖 に従うと仮定し、一元配置分散分析モデルで検

定を行った。ここで、𝜏𝜏𝑖𝑖は 𝑖𝑖 細胞の周期に対応し、𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖は周期の不安定性に起因する  𝑖𝑖 細胞の

 𝑗𝑗 サイクルにおける正規分布に従う周期ゆらぎに対応する。検定の結果、今回解析に用いた

171 個の細胞間における周期の違いの有意性が示された（ANOVA、F = 2.43、P < 0.001）。

また、実験ごとの検定においても、個体内における細胞間の周期の違いの有意性も示され

た（LLtoLL1、F = 1.66、P = 0.001；LLtoLL2、F = 2.69、P < 0.001；LLtoLL3、F = 3.65、P < 

0.001）。以上の解析により、細胞概日時計の周期は、細胞間で有意に異なることが示された。 

 

細胞発光リズムの周期不均一性・不安定性の定量的解析 

分散分析で用いた統計モデル: 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝜏𝜏𝑖𝑖 + 𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖 において、𝜏𝜏𝑖𝑖も正規分布に従うと仮定した

場合、𝜏𝜏𝑖𝑖と𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖の母集団の標準偏差を推定することができる。これを利用して、細胞リズムの

周期不均一性と不安定性を定量的に解析した。まず、3 つの実験データ（LLtoLL1-3）で取

得した時系列データを統合して取り扱ってよいかを検討した。分散分析により検定した結

果、3 つの実験間には細胞発光リズムの周期の有意な違いはなかった（ANOVA、F = 0.97, P 

= 0.38）。また、細胞ごとにピーク間隔の平均と CV を計算してプロットした結果、3 実験の

プロット領域の重なりは大きかった（図 2.17A）。このことから実験ごとに観察された細胞

発光リズムの性質は大きく変わらず、その母集団は同じと考えてよいと判断した。次に、

細胞ごとのピーク間隔の平均について、分布の形状を検定した。その結果、正規分布性は

棄却されなかった（Kolmogorov-Smirnov, P = 0.22）。そのため、𝜏𝜏𝑖𝑖も正規分布に従うと仮定

した。そこで、3 実験のリズム持続細胞の時系列データを統合し分散分析表から、細胞の周

期𝜏𝜏𝑖𝑖と周期ゆらぎ𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖の標準偏差を推定した。その結果、周期𝜏𝜏𝑖𝑖の標準偏差は 1.1 h、周期不安

定性に起因する周期ゆらぎ𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖の標準偏差は 2.4 h と推定された。以上の解析から、個々の細

胞の周期不安定性の程度は細胞間での周期の不均一性の程度より 2 倍以上大きいことが明

らかとなった。これはマウスの線維芽細胞と同じ傾向であった（Leise et al. 2012）。 

 また、ピーク間隔の CV は細胞ごとに異なっており、周期安定性も細胞間で異なることが

示唆された（図 2.17A）。ピーク間隔の平均とピーク間隔の CV には相関が見られなかった

ことから、細胞時計の周期に影響する要因と、周期の不安定性に影響する要因は異なるこ
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とが示唆された。また、ピーク間隔の平均とピーク間隔の CV はそれぞれ、各細胞の生物発

光量と相関を示さなかった（図 2.17BC）。このことは、本研究で明らかとなった細胞時計間

での周期や周期不安定性の不均一性が、レポーター導入量の違いや生物発光量の測定にお

けるシグナル・ノイズ比の違いなどの影響によるものでないことを示している。また、周

期不安定性の空間分布には、周期と同じく、明瞭な空間パターンがみられなかった（図 2.18）。

このことから、細胞の個体内における位置は、周期の不安定性には影響しないと考えられ

た。 

 
図 2.17 細胞発光リズムのピーク間隔の平均とピーク間隔 CV 
（A）LLtoLL1-3 のリズム持続細胞において、ピーク間隔の CV をピーク間隔の平均に対してプ

ロットした。ピーク間隔の平均の分布を上部に、ピーク間隔の CV の分布を右に示した。（B）
ピーク間隔の平均をピーク発光量に対してプロッしト、グラフ上部に相関係数を示した。発光量

は分布幅が大きかったため、対数スケールで表示した。相関係数の計算においても発光量は対数

化した値を用いた。（C）ピーク間隔の CV をピーク発光量に対してプロットし、グラフ上部に

相関係数を示した。発光量は分布幅が大きかったため、対数スケールで表示した。相関係数の計

算においても発光量は対数化した値を用いた。 
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図 2.18 連続明条件における細胞時計のピーク間隔の CV の空間分布 
LLtoLL1-3 について、細胞時計の不安定性に空間的な偏りがないか検証するために、個々の細胞

時計のピーク間隔の CV を色で表し、発光が観察された個体上の位置にプロットした。周期と同

様に不安定性においても明瞭な空間パターンは見られなかった。左から生物発光画像、明視野像、

周期プロット。 Bars: 1mm。 
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細胞時計の集団的挙動に対する相互作用の影響 

 個体中における細胞間の位相差の解析から、細胞時計間における相互作用の存在が示唆

された（図 2.15）。しかしながら、この相互作用の影響は細胞時計間での周期の違いを是正

するほどは大きくないことも示唆された（図 2.16）。そこで、個体中の細胞時計の挙動に細

胞間相互作用がどの程度影響しているかの検証を行った。相互作用が全くない場合、細胞

リズムのピーク間隔は、分散分析で用いた統計モデル: 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝜏𝜏𝑖𝑖 + 𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖 に従うと考えられる。

この際、n サイクル目のピーク時刻の分散𝑉𝑉𝑛𝑛は、𝑉𝑉𝑛𝑛 = 𝜎𝜎𝜏𝜏2𝑛𝑛2 + 𝜎𝜎𝜀𝜀2𝑛𝑛 として求められる（図

2.2）。ここで、𝜎𝜎𝜏𝜏は𝜏𝜏𝑖𝑖母集団の標準偏差、𝜎𝜎𝜀𝜀は𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖母集団の標準偏差であり、前項の解析から、

𝜎𝜎𝜏𝜏 = 1.1 h、𝜎𝜎𝜀𝜀 = 2.4 h と推定されている。そのため、相互作用を考慮していない上記モデル

における分散の変化は実際に計算可能である。そこで、このモデルの予測と実際に観察さ

れたピーク時刻の分散変化を比較することで、細胞時計集団の挙動が相互作用を考慮しな

いモデルでどの程度説明できるかを検証する。 

 実際に測定された生物発光リズムは測定の最初から脱同期しているため、最初のピーク

時刻が揃っていない。そこで、各細胞のピーク時刻データから第 1 ピークの時刻を引くこ

とにより、第 1 ピーク時刻を 0 h に揃える操作を行った。以下、操作後のピーク時刻（PT: peak 

time）を PT*と書き表す。各実験において、PT*のサイクルごとの細胞間での分散を計算し

た結果、すべての実験で分散は放物線用のカーブを描いて上昇した（図 2.19）。この分散の

描く曲線は、モデルで予想された分散の曲線とよくフィットし、決定係数を算出したとこ

ろ 0.73 と高い値を示した。このことから、周期不均一性と周期不安定性のみを考慮した単

純な統計モデルを用いても、細胞時計が示す集団的な挙動はかなりの程度説明できると考

えられた。 

 また、LLtoLL1 における同期率は 5 日間ほど 0.5 程度を維持し、大きく変動していなか

ったが（図 2.13E）、PT*の分散は 5 日間で上昇している（図 2.19）。このことは、同期率

に変化が見られない状態でも、細胞時計間の位相関係は固定されていないことを示唆して

いる。この結果は、近傍領域においても細胞間で発光リズムの周期が異なることからも予

想される（図 2.16）。 
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図 2.19 ピーク時刻 PT*のサイクルごとの分散とモデルによる予測曲線 
LLtoLL1-3 の各細胞のピーク時刻系列 PT から第 1 ピークを減算し、第１ピークの時刻を 0 h で

あるピーク時刻系列 PT*を求めた。各サイクルについて PT*の細胞間の分散を実験ごとに算出し

プロットした。統計モデルによる予測曲線（黒線）は 𝑉𝑉𝑛𝑛 = 𝜎𝜎𝜏𝜏2𝑛𝑛2 + 𝜎𝜎𝜀𝜀2𝑛𝑛 (𝜎𝜎𝜏𝜏=1.1、𝜎𝜎𝜀𝜀=2.4) によ

り計算した。予測曲線は 3 実験の分散によくフィットし、決定係数は 0.73 であった。 
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周期不均一性が明暗条件における細胞時計の挙動に与える影響を解析実験条件 

連続明条件における細胞発光リズムに対して行った一連の解析によって、個体内の細胞

時計における周期の不均一性が明らかとなった。それでは、概日時計が計時機構としての

機能を発揮する明暗条件において、周期の不均一性は、個々の細胞時計の挙動にどのよう

な影響を与えるのだろうか。先行研究により、概日時計の周期の違いは明暗条件への同調

後の固定位相の違いに反映されること、周期と固定位相には正の相関があることが理論的

にも実験的にも明らかとなっている（図 2.8、Ashoff et al. 1978、Remi et al. 2010、Granda 
et al. 2013、Dodd et al.2013）。そこで、周期の不均一性が個々の細胞時計の明暗条件にお

ける挙動に影響を与えるかを検証するために、連続明条件での細胞発光リズム測定後に明

暗条件において同一個体が示す細胞発光リズムを測定し、個々の細胞時計おける概日リズ

ム周期と明暗周期での固定位相との相関を解析した。 
まず、各細胞の周期を推定するのに必要な連続明条件の測定期間を検討した。先の連続

明条件での 8 日間の測定データ（LLtoLL1-3、表 2.3）において、最初の 3 日間のデータを

用いて推定された各細胞時計の周期は、3 日後以降のデータを用いて推定された周期と相関

を示した（図 2.20）。このことから、連続明条件下で 3 日間測定を行えば各細胞時計の周期

を推定できると判断した。そこで、測定最初に 3 日間連続明条件で細胞発光変動を測定し

た後、光条件を 12 時間明 12 時間暗条件に切り替えて測定を行うこととした。 

 
図 2.20 前半 3 日間の測定での推定周期と後半 5 日間の測定での推定周期の相関 
LLtoLL1-3 の時系列データを用いて細胞発光リズムの周期を推定するのに必要な測定期間につ

いて検証した。8 日間の測定で取得され t 各細胞発光リズムについて、前半 3 日間の測定データ

のみ、後半 5 日間の測定データのみを用いて FFT-NLLS 法で周期を推定した。2 つの解析期間か

ら推定された周期は相関を示した。このことは測定最初の 3 日間の時系列データからそれ以降

の時系列データの周期を推定できることを示している。相関係数をグラフ上部に示した。 
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脱同期状態の細胞発光リズムは 2 日間で明暗条件に同調する 

 連続明条件で培養したイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、連続明条件で１日培養し

た。培養後、導入効率の高いフロンドを選別し、連続明条件で細胞発光を測定した。3 日間

の測定の後、光条件を明暗条件に切り替えて測定を続けた。測定終了後、発光が分離可能

だった細胞について発光量を定量し解析を行った。 
測定開始時から脱同期状態にあった細胞発光リズムは明暗条件へと短期間で同調した

（図 2.21AB）。細胞発光リズムの同期率は連続明条件下である測定後 1.5 日において 0.49 ± 
0.01（mean ± SD、n = 3）であったが、明暗条件開始 2 日後である測定後 5 日において 0.98 
± 0.01 （mean ± SD、n = 3）まで上昇し、以降高い値を維持した（図 2.21C）。また、細

胞発光リズムの振幅も、連続明条件では 0.6 程度であったが、明暗条件開始 1 日後には 0.8
程度まで上昇し、以降高い値が維持された（図 2.21D）。連続明条件（0-3 日）における細

胞発光リズムの周期をFFT-NLLS法で推定した結果、周期は約 19 hから約 29 hに分布し、

不均一であった（図 2.21E、表 2.4）。これらの周期に不均一性をもつ細胞時計は明暗条件

に同調した後（5-8 日）は、周期 24 時間の発光リズムを示した（図 2.21F、表 2.4）。以上

の解析により、5 日目以降の細胞発光リズムは明暗条件への安定した同調状態にあると考え

られた。 

 
 
  

実験
測定

細胞数
（個）

解析区間
（d）

リズム
持続細胞数

(個)

リズム
(h)

mean ± SD

RAE
mean ± SD

ピーク間隔の平均a

(h)
mean ± SD

ピーク間隔のCV
(%)

mean ± SD

LLtoLD1 90 0–3b 80 22.2 ± 1.0 0.08 ± 0.02 22.1 ± 1.2 6.7 ± 5.7

5-8 90 23.9 ± 0.2 0.04 ± 0.01 24.0 ± 0.2 1.3 ± 1.3

LLtoLD2 67 0–3c 50 22.7 ± 2.1 0.09 ± 0.03 22.7 ± 2.2 7.9 ± 6.4

5-8 66 24.1 ± 0.3 0.06 ± 0.02 24.1 ± 0.4 3.4 ± 3.4

LLtoLD3 75 0–3d 75 22.6 ± 1.1 0.09 ± 0.02 22.7 ± 1.2 8.2 ± 5.6

5-8 75 24.0 ± 0.2 0.05 ± 0.01 24.0 ± 0.3 2.5 ± 3.0

表2.4 脱同期リズムの明暗条件への同調実験におけるリズム解析結果

a 細胞ごとにピーク間隔の平均を計算した結果
LLtoLD1,2,3の連続明条件下の測定結果は、表2.2のLLtoLL7,8,9としてそれぞれ解析。
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図 2.21 明暗条件への同調実験における細胞発光リズムの解析 
イボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、連続明条件下で 24 時間培養した後、生物発光の測定を

開始した。図中の白横棒は明期、黒横棒は暗期を示す。（A）測定したフロンド（LLtoLD1）の生

物発光像（上）と明視野像（下）。Bar: 1 mm。（B）LLtoLD1 における 90 細胞の発光変動（実線）

と総発光量変動（黒点線）。上部にピーク時刻の頻度分布（１時間区間）を表示した。（C）LLtoLD1-3
における細胞発光リズムの同期率の変動。リズム持続細胞の位相から算出した。計算の都合上、

同期率は位相変化の影響を 1 サイクル前から受けることに留意。（D）LLtoLD1-3 における細胞

発光リズムの振幅の変動。3 実験の解析区間 0-3 日におけるリズム持続細胞の mean ± SD (n = 
205)を表示。（E）LDtoLL1-3 で取得された連続明条件における細胞発光リズムの FFT-NLLS に

よる解析結果。解析区間は 0-3 日。リズム持続細胞の RAE を黒丸で、それ以外を赤十字で周期

に対してプロットした。3 実験の結果をまとめて表示している。（F）LDtoLL1-3 で取得された明

暗条件下における細胞発光リズムの FFT-NLLS による解析結果。対象期間は 5-8 日。リズム持

続細胞の RAE を黒丸で、それ以外を赤十字で周期に対してプロットした。3 実験の結果をまと

めて表示している。 
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個体内の細胞時計は細胞自律的に環境変化へ応答する 

 明暗条件中の固定位相の解析を行う前に、脱同期状態の細胞発光リズムが明暗条件へ同

調する過程の解析を行った。まず、同調過程における個々の細胞発光リズムの挙動を解析

した。本実験（LLtoLD1-3）において細胞時計が最初に経験する環境変化は、測定開始後 3
日の暗期である。この第 1 暗期への応答様式は、細胞時計が刺激をうけた際の位相に依存

すると予想される。そこで、第 1 暗期直前のピーク時刻を指標に細胞発光リズムを分類す

ることを検討したが、明暗遷移時の前後でピークそのものが不明瞭となる場合が多く、指

標として用いるのが困難であった。第 1 暗期直前のトラフ時刻を位相の指標として用いた

際は、そのような問題が生じなかったため、この解析ではトラフ時刻を基準とした。 
3 回の実験で取得した細胞発光の時系列データをまとめて、第 1 暗期直前のトラフ時刻が

48-51 h、51-54 h、54-57 h、57-60 h、60-63 h、63-66 h、66-69 h、69-72 h の計 8 グルー

プに分けたところ、明暗条件への同調様式はグループ内では似ており、グループ間では大

きく異なっていた（図 2.22A）。とくに、トラフ時刻が 57-60 h のグループでは第 1 暗期中

にトラフが観察されたが、60-63 h のグループでは第 1 暗期中にピークが観察され、応答が

大きく異なった。このような位相による応答様式の違いを明瞭化するためにグループごと

のピーク時刻とトラフ時刻を並べてプロットした（図 2.22B）。トラフ時刻が 60 h の前後で、

暗期中に現れるトラフがピークに入れ替わることが分かる。このことは、細胞時計が明暗

条件に同調する際に、位相の前進（トラフを経由して次にピークへ達する: 主観的 1 日を短

くする）か、位相の後退（次のピークへの到達を遅らせる: 主観的 1 日を長くする）のどち

らを行うかを自身の位相を参照して決定していることを示唆している。また、同調前の位

相が同調後の位相と近かった細胞時計（トラフ時刻が 48-54 h、66-72 h）では 1 日でピー

クとトラフの時刻が同調後の時刻と同じになっているが、同調前の位相が同調後の位相と

大きく異なる細胞時計では明暗条件 2 日目のトラフ時刻が前進する傾向が見られた。この

ことは、同一個体内の細胞時計であっても、位相が異なる場合には同調に要する期間が異

なることを示している。 
以上の解析より、同調過程における細胞時計の挙動は、明暗条件前の位相に依存するこ

とが明らかとなった。また、第 1 暗期前のトラフ時刻には明瞭な空間パターンはなかった

（図 2.23）。このことは、個々の細胞の個体内の位置が環境刺激への応答様式に影響しない

ことを示唆している。このことから個体内の細胞時計は光環境変化に対して、自身の位相

のみを参照して細胞自律的に応答すると考えられる。 
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図 2.22 明暗条件への同調過程における細胞時計の挙動 
（A）LLtoLD1-3 の細胞発光リズムを第 1 暗期直前のトラフ時刻により 8 グループに分類し、各

グループについて正規化発光量の mean ± SD を表示した。時系列データの正規化は、24 時間移

動平均を減算することでトレンドを除去し、さらに全体の分散で割ることで行った。（B）(A)の
各グループについて、ピーク時刻（赤丸）とトラフ時刻（黒丸）の mean ± SD を表示。 
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図 2.23 明暗条件への同調実験における第 1 暗期直前のトラフ時刻の分布 
LLtoLD1-3 における第 1 暗期直前のトラフ時刻の分布。明瞭な空間パターンはみられなかった。

連続明条件下でのリズム持続細胞と判定された細胞の中で、トラフを 48-72 h の間に示したもの

のみを表示。左から生物発光画像、明視野像、トラフ時刻のプロット。 Bars: 1mm。 
 
 
  

LLtoLD1

LLtoLD2

LLtoLD3

第
1
暗

期
直

前
の

ト
ラ
フ
時
刻

（h
）

第
1
暗

期
直

前
の

ト
ラ
フ
時
刻

（h
）

第
1
暗

期
直

前
の

ト
ラ
フ
時
刻

（h
）



74 
 

明暗条件下の細胞発光リズムの固定位相は細胞によって異なる 

明暗条件における細胞時計の固定位相の指標として、細胞発光リズムのピーク時刻が固

定された時刻の推定を行った。まず、5 日から 8 日の測定で取得した 3 回のピーク時刻の平

均が細胞間で有意に異なるかを分散分析によって検定した。その結果、各実験において細

胞間でピーク時刻は有意な違いを示した（LLtoLD1、F = 9.9、P < 0.001; LLtoLD2、F = 4.6、
P < 0.001; LLtoLD3、F = 6.0、P < 0.001）。そこで 3 回のピーク時刻の平均を各細胞のピ

ーク固定時刻とした。明暗条件中のピーク固定時刻が同一フロンド内の細胞間で異なると

いうことは、細胞時計の固定位相が異なることを示唆している。しかしながら、明暗条件

での AtCCA1:LUC のピーク時刻は夜明けに近いため、ピーク時刻は光応答の影響を大きく

受けている可能性が考えられる（図 2.21B）。そこでトラフ時刻に関しても、6 日から 9 日

の測定で取得した 3 回のトラフ時刻の平均が細胞間で異なるかを分散分析で検定した。そ

の結果、各実験においてトラフ時刻は細胞間で有意な違いを示した（LLtoLD1、F = 2.9、
P < 0.001; LLtoLD2、F = 7.0、P < 0.001; LLtoLD3、F = 5.0、P < 0.001）。そこで、ピー

ク時刻と同様に、3 回のトラフ時刻の平均を各細胞のトラフ固定時刻とした。ピーク固定時

刻とトラフ固定時刻がともに細胞時計の位相を反映しているならば、両者は相関を示すは

ずである。実際に、ピーク固定時刻とトラフ固定時刻は明瞭な相関を示した（図 2.24）。そ

のため、ピーク固定時刻とトラフ固定時刻はともに細胞時計の明暗条件中の位相を反映し

ていると考えられた。また、ピーク固定時刻は夜明け後 1.8 h から 5.5 h に分布しており、

明暗条件において、個々の細胞時計間で数時間程度の時刻差があることが示唆された。 
以上の解析により、明暗条件中の細胞時計の固定位相は細胞ごとに異なることが明らか

となった。以下では、固定位相の指標としてピーク固定時刻を用いて解析を進める。また、

3 回の実験間において、連続明条件下での細胞発光リズムの周期が有意に異ならないこと

（ANOVA、F = 2.4、P = 0.1）、ピーク固定時刻が有意に異ならないこと（Kruskal-Wallis、
P = 0.78）から、以降の解析は 3 回の実験データを統合したものを使用して進める。 
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図 2.24 明暗条件下におけるピーク固定時刻とトラフ固定時刻の相関 
LLtoLD1-3 の連続明条件（0-3 日）においてリズム持続細胞と判定された時系列データを用いて

解析を行った。明暗条件におけるピーク固定時刻をトラフ固定時刻に対してプロットした。ピー

ク固定時刻とトラフ固定時刻はともに数時間の幅に分布しており、明瞭な相関を示した。ピーク

とトラフの固定時刻は夜明けを基準（0 h）とした。回帰直線（黒線）と式を表示。 
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明暗条件下のピーク固定時刻は細胞時計の周期よりも個体上の位置に依存する 

 細胞間で見られた明暗条件下での固定位相の差異は、細胞時計の周期の不均一性に起因

するものかを検証するために、明暗条件下のピーク固定時刻と連続明条件下での細胞発光

リズムの周期との相関を調べた（図 2.25）。ピーク固定時刻は細胞発光リズムの周期と正の

相関を示した。このことは長周期の細胞時計の明暗条件での固定位相が遅れることを意味

しており、理論的な予測やこれまでの実験事実と合致する。そのため、個々の細胞時計の

周期は明暗条件での固定位相に影響すると考えられ、細胞間で固定位相が異なることは細

胞時計の周期不均一性が要因の可能性がある。しかしながら、相関係数が 0.4 程度と相関は

明瞭ではなく、別の要因の存在が示唆された。そこで、固定位相の空間構造を解析するた

めに、ピーク固定時刻を色で表示し測定細胞の位置にプロットしたところ、明瞭な空間パ

ターンがみられた（図 2.26）。3 回の実験（LLtoLD1-3）において、空間パターンはよく似

ており、フロンドの中心付近の細胞のピーク固定時刻が早く、外縁部ほどピーク固定時刻

が遅れる傾向があった。この空間パターンの構造を解析するために空間パターンの中心を

推定した。ピーク固定時刻の空間分布に楕円放物面をフィッティングし、変曲点を空間パ

ターンの中心とした（図 2.26 に白箱として表示）。ここで推定した空間パターンの中心は、

最もピーク固定時刻が早い点に対応する。推定された空間パターンは、3 回の実験に全てお

いてフロンドの中心から少し基部側に位置していた。細胞時計のピーク固定時刻はパター

ン中心からの距離と明瞭な相関を示した（r = 0.76、P < 0.001、図 2.27A）。ピーク固定時

刻はパターン中心からの距離にほぼ正比例しており、比例定数は約 0.6 h / mm であった。

この比例定数は、個体中の位相進行波の速度と捉えることができる。連続明条件での測定

から推定された細胞時計の周期は、推定されたピーク中心からの距離とは明瞭な相関を示

さなかった（r = 0.21、P < 0.01、図 2.27B）。このことから、明暗条件への同調時における

細胞時計のピーク固定時刻は、内在的な周期よりも個体上の位置に依存して決定されるこ

とが示唆された。 
以上の解析から、明暗条件へ同調した個体内では、細胞時計の固定位相に空間パターン

が存在することが明らかとなり、細胞時計の固定位相は周期よりも、個体上の細胞位置の

大きく依存することが示唆された。このことから、細胞時計の周期不均一性は、明暗条件

での細胞時計の挙動には大きくは影響せず、不顕在化していると考えられる。 
 
  



77 
 

 
図 2.25 明暗条件下でのピーク固定時刻と連続明条件での周期との相関 
概日時計の周期と、明暗条件における固定位相には相関があることが知られている。LLtoLD1-3
で取得した細胞発光リズムにおいて、連続明条件（0-3 日）における発光リズムの周期を

FFT-NLLS 法で推定した。明暗条件（5-9 日）におけるピーク固定時刻を、ピーク時刻を細胞ご

とに平均することで求めた。ピークの固定時刻は連続明条件における細胞発光リズムの周期と相

関を示した。ピーク固定時刻は夜明けを基準（0 h）とした。回帰直線（黒線）と式を表示。 
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図 2.26 明暗条件下におけるピーク固定時刻の空間パターン 
LLtoLD1-3 で取得した細胞発光リズムにおいて、明暗条件（5-9 日）におけるピーク時刻を細胞

ごとに平均することで、各細胞のピーク固定時刻を求めた。ピーク固定時刻を色であらわし、細

胞発光が観察された位置にプロットした。フロンドの中心でピークが先行するパターンがみられ

た。ピーク固定時刻の空間パターンに二次曲面をフィッティングすることで、その中心を求め、

ピーク固定時刻プロット（右）において白箱で示した。左から生物発光画像、明視野像、ピーク

固定時刻プロット。ピーク固定時刻は夜明けを基準（0 h）とした。 Bar: 1mm 
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図 2.27 明暗条件におけるピーク固定時刻と連続明条件での周期の空間分布解析 
LLtoLD1-3 で取得した生物発光リズムにおいて、明暗条件でみられたピーク固定時刻のパターン

に二次曲面をフィッティングすることで、その中心を求めた。各細胞の空間パターンの中心と、

ピーク固定時刻（A）、連続明条件における発光リズムの周期（B）との相関を解析した。ピーク

固定時刻はパターン中心からの距離と明瞭な相関を示し、フロンド全体に空間パターンが形成さ

ていることが示唆された。周期は相関が低く、同様の空間パターンが存在しないことが示唆され

た。回帰直線（黒線）と式を表示。 
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固定位相の空間パターンは長期間の明暗条件下において維持される 

 前項までの固定位相の空間パターンの解析は、明暗条件開始後から 3 日から 6 日の間に

測定した時系列データを用いて行った。そのため、観察された固定位相の空間パターンは、

同調過程のみに存在する可能性がある。そこで、長期間明暗条件で培養したイボウキクサ

を測定に用いることで、空間パターンの明暗条件下での持続性を検証した。さらに、明暗

条件での測定後に連続明条件へのリリース実験を行うことで、明暗条件下における細胞間

での位相の違いが、概日リズムの初期位相の違いとしてあらわれるかを検証した。 
1 ヶ月以上明暗条件で培養したイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、明暗条件で１日

培養した。培養後、導入効率の高いフロンドを選別し、明暗条件で細胞発光を測定した。3
日間の測定の後、光条件を連続明条件に切り替えて測定を続けた。測定終了後、発光が分

離可能だった細胞について、発光量を定量し解析を行った（図 2.28AB）。明暗条件下のピ

ーク固定時刻を 0 日から 3 日の測定で取得した 3 回のピーク時刻の平均として求めた。そ

の結果、ピーク固定時刻はフロンドの中心が先行する空間パターンを示した（図 2.28C）。

明暗条件下で培養し続けたイボウキクサにおいてもピーク固定時刻の空間パターンが観察

されたことから、空間パターンは明暗条件下で維持されると考えられる。また、連続明条

件に移行した後に観察された第 2 ピークの時刻にも似た空間パターンが見られ、明暗条件

中のピーク固定時刻と有意な相関を示した（図 2.28DE）。このことは、明暗条件で生じて

いた位相の空間パターンの構造が、連続明条件での挙動に影響を与え得ることを示唆して

いる。また、定常状態で測定されたピーク時刻は細胞時計の位相を反映していると考えら

れるため、明暗条件中のピーク固定時刻が、細胞時計の位相を反映していることが確かめ

られた。 
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図 2.28 明暗条件からのリリース後のピーク時刻の空間パターン 
明暗条件下で 1 ヶ月以上培養したイボウキクサに AtCCA1:LUC を導入し、12 時間暗 12 時間明

条件で 24 時間培養した後、生物発光の測定を開始した。図中の白線は明期、黒線は暗期を示す。

（A）測定したフロンドの生物発光像（上）と明視野像（下）。（B）90 細胞の発光変動（実線）

と総発光量変動（点線）。（C）明暗条件における細胞発光リズムのピーク固定時刻のプロット。

時刻を色で表示。（D）連続明条件での第 2 ピーク時刻のプロット。時刻を色で表示。（E）明暗

条件におけるピーク固定時刻と連続明条件での第 2 ピーク時刻は相関を示す。 
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遅延蛍光リズムにおける位相の空間パターン 

 これまでの細胞発光リズムの解析では、レポーターとして AtCCA1:LUC を用いて時計遺

伝子の発現リズムを解析してきた。そのため今回明らかとなった明暗条件下での固定位相

の空間パターンが植物の生理現象に見られるかは不明である。光合成活性を反映すると考

えられている遅延蛍光量に概日リズムがあることがシロイヌナズナで報告されている

（Gould et al. 2009）。そこで、この遅延蛍光概日リズムを細胞発光と同様に高感度 CCD
カメラで測定することで、出力系のリズムの位相にも空間パターンが存在するか検証した。

まず、イボウキクサの遅延蛍光概日リズムの測定法を検討した。遅延蛍光は、消灯からの

経過時間によりその由来が異なる。そこで、細胞発光リズムの測定と同じ測定条件で、照

明消灯 10-20 s、20-30 s、30-60 s の 3 種の露光期間の蛍光を経時測定した。なお、撮影は

レンズに取り付けた葉緑体由来の蛍光除去フィルタを取り外して行った。明暗条件で 2 日

以上遅延蛍光を測定した後で、光条件を連続明条件として測定を行った。測定の結果、ど

の露光期間でも植物体全体からの蛍光シグナルが検出でき、30-60 s の露光期間で取得した

シグナルで概日リズムがよく測定できた（図 2.29AB）。また、明暗条件では遅延蛍光は昼

過ぎにトラフを示した。光合成活性は昼過ぎに最も活発になるため、今回測定した遅延蛍

光は光合成活性をネガティブに反映していると考えられる。測定したフロンドを 60 程度の

ROI に分割し、空間パターンの解析を行った。各 ROI の蛍光時系列データはノイズが多く、

移動平均フィルタ処理後に二次関数フィッティングによりトラフ時刻を決定する必要があ

った。しかしながら、遅延蛍光の測定には光照射が必要であり暗期中の測定ができないた

め、トラフ近傍のデータ数がたりず、明暗条件における遅延蛍光リズムのトラフ時刻をフ

ィッティングによって推定するのは困難であった。そこで連続明条件に移行直後のトラフ

の位置をフィッティングによって求めた。その結果、トラフ時刻はフロンドの中心部で早

く、上部周辺部で遅い傾向が見られた（図 2.29CD）。この傾向は細胞発光リズムで見られ

た空間パターンと似ていた。フロンドの基部側でトラフ時刻が早い傾向が見られたが、こ

の領域ではフロンド内にある娘フロンドからの遅延蛍光シグナルが加算されているため、

その影響だと考えられた。遅延蛍光リズムにも空間パターンが見られたことから、明暗条

件下において、概日時計からの出力系の１つである光合成活性の制御も細胞時計の位相の

空間パターンの影響を受けていると考えられた。 
 
  



83 
 

 

図 2.29 遅延蛍光リズムにおける空間パターン 
イボウキクサのフロンドが示す遅延蛍光を測定した。図中の白横棒は明期、黒横棒は暗期を示す。

（A）イボウキクサの遅延蛍光像（左）と明視野像（右）。Bar: 2 mm。（B）遅延蛍光量の変動。

暗期中は照明の照射ができないため測定できない。(C)の測定領域の mean ± SD。（C）測定した

フロンド（左）。遅延蛍光の測定領域を赤枠で示した。連続明条件に移行直後の遅延蛍光リズム

のトラフ時刻のプロット（右）。時刻を色で表示。Bar: 1 mm。（D）測定したフロンド（左）。遅

延蛍光の測定領域を赤枠で示した。連続明条件に移行直後の遅延蛍光リズムのトラフ時刻のプロ

ット（右）。時刻を色で表示。Bar: 1 mm。 
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考察 

個体内における細胞時計の脱同期 

 定常状態において、個体内の細胞発光リズムには顕著な脱同期が見られた（図 2.10F、
2.12F）。連続明条件においても、同期率は 0.2 程度まで減少した。シロイヌナズナの葉で

は同期率は連続明条件で減少するものの、0.4 よりも高く保たれることが報告されている

（Fukuda et al. 2007、Wenden et al. 2012）。このような同期率の違いは実験手法の違い

に起因している可能性がある。シロイヌナズナを用いた先行研究では形質転換体を使用し

ており、測定対象は個々の細胞の発光ではなく、上下方向の細胞発光が足しあわされた発

光である。また、葉が上下運動や個体から切り離した葉では長期間は鮮度を保てないため

最大でも 5 日程度の測定しかなされていない。シロイヌナズナの葉では領域間で概日リズ

ムの周期が異なることが報告されており、これまでの測定よりも長期間の測定では同期率

が減少する可能性がある（Wenden et al. 2012）。このような実験手法の違いがある一方で、

イボウキクサでは定常状態における細胞間での同期の程度がシロイヌナズナよりも低い可

能性が考えられる。例えば、シロイヌナズナでの研究では葉全体にみられるスケールの移

動波が観察されていが、今回の測定では同一スケールの位相移動波は検出されなかった。 
イボウキクサは進化の過程で維管束組織を退化させており、成熟した個体においても明

瞭な維管束組織が発達しない。シロイヌナズナで行われた部位特異的なリズム解析では、

維管束組織の概日リズムが葉肉組織の概日リズムよりも安定して続くことが報告されてい

る（Endo et al. 2014）。また、維管束特異的に概日時計を撹乱すると葉肉組織全体の概日

リズムが減衰することが報告されている。ここで見られた葉肉組織全体の概日リズムの減

衰が、葉肉細胞間での概日リズムの脱同期に起因するならば、維管束組織は植物個体内に

おける細胞時計の同期において重要な役割を持つと考えられる。そのため維管束組織があ

まり発達しないイボウキクサでは、細胞時計の同期を保てなかった可能性がある。 
 気孔開閉に伴うガス交換は、気孔空隙に接する細胞全てに共通の刺激となりうるため、

気孔の開閉運動も細胞間の同期を促進すると考えられる。しかしながら、イボウキクサの

気孔は開閉運動を示さない（Park et al. 1990）。そのため、他の植物でみられるようなガス

交換効率の概日変動はないと考えられる。このこともイボウキクサにおいて細胞時計間で

脱同期が生じる要因かもしれない。 
 近接細胞間の相互作用で同期を維持する場合、相互作用を行う細胞数が多いほうが同期

の安定度は高くなると考えられる。イボウキクサ個体の内部には大きな気室が多数存在し、

気室の壁は 1 細胞層と薄い（図 0.6）。表皮近くの細胞層の厚さも数細胞程度であり、さら

に、気孔空隙が多数存在する。そのため、表層付近において密集した細胞は数十細胞程度

だと推測される。このように細胞の密集度が低い構造は、同期状態の安定性を低下させる

可能性がある。また、表層細胞と維管束組織の間には気室があるため、現在仮定されてい

る維管束組織を介した同期機構の影響も弱くなる構造だと考えられる。 
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 このように、イボウキクサでは、シロイヌナズナよりも細胞時計の同期率が低くなる要

素が多数ある。イボウキクサの概日リズム同期を促進する要素が少ないという性質は、個々

の時計細胞の性質を解析する上では大きな利点でもある。また、維管束組織が発達し、気

孔の開閉運動がみられる他のウキクサ植物では、同期率は高く維持される可能性がある。 
 

明暗条件を経験していない植物を用いた測定における初期の高い同期率 

明暗条件を一度も経験していないイボウキクサを用いた測定（LLtoLL1-9）では、多く

の実験で同期率が測定初期で約 0.5 であった（図 2.13）。明暗条件から連続明条件へのリリ

ース実験では同期率は約 0.2 まで低下し、その後上昇しなかったことから考えると、約 0.5
は高い値に思える（図 2.10F）。しかしながら、連続明条件において同期率は徐々に減少し

ていったので、この高い同期率は一過的であった可能性が高い（図 2.13）。 
測定開始時には、植物を新しい培地の入った測定用シャーレに移しており、光源も蛍光

灯から白色 LED に変化するなど、様々な環境変化が生じる。このような操作が弱い同調刺

激として機能し、細胞リズムの同期率が高くなった可能性がある。 
パーティクルガン法による遺伝子導入が各細胞の概日リズムの位相に影響を与える可能

性もある。本研究において概日発現型発光レポーターとして用いた AtCCA1:LUC にはシロ

イヌナズナ CCA1 遺伝子のプロモーターを用いており、他の時計遺伝子が転写因子として

結合すると考えられる。もともと核内には、1個の遺伝子のプロモーターは2箇所しかない。

ここにパーティクルガン法によりレポーターDNA が大量に投入されると、多くの転写因子

がレポーターDNA に結合すると考えられる。その結果、一時的に遺伝子フィードバックル

ープが撹乱され、位相が変化する可能性がある。この撹乱様式が、各細胞時計の位相をあ

る値に近づける作用を持っていれば、レポーター導入そのものが同調刺激となると考えら

れる。 
シロイヌナズナの根では、細胞分裂後の細胞伸長時に、細胞時計が特定の位相にリセッ

トされることが報告されている（Fukuda et al. 2012）。今回の実験では、測定するイボウ

キクサの成長ステージを揃えるため、成熟した個体の中から、根の長さなどを指標に若い

植物体を選んだ。そのため、本実験で測定したフロンドは成長から数日しか経過しておら

ず、このような発生に伴う細胞時計の位相リセットの影響を受けている可能性がある。 
 

連続暗条件における細胞発光リズムの急速な減衰 

連続暗条件において、細胞発光リズムは急速に減衰し、発光量も低下した（図 2.3）。シ

ロイヌナズナでは、培地にショ糖が含まれていれば連続暗条件においても概日リズムが持

続する。今回のイボウキクサを用いた実験ではショ糖が含まれた培地を用いたが、連続暗

条件での顕著な減衰が見られた。時計遺伝子である GIGANTEA（GI）を欠損したシロイ

ヌナズナでは連続暗条件において、培地にショ糖が含まれていても概日リズムが持続しな
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いことが報告されている（Dalchau et al. 2011）。一方で、連続明条件では、シロイヌナズ

ナ GI 欠損株の時計遺伝子の発現リズムは、短周期化するもののリズム自体は持続する 
(Locke et al. 2006)。イボウキクサでも GI のホモログが単離されているが、パーティクル

ガンでのエフェクタ共導入による GI の RNAi ノックダウンでは時計遺伝子の発現リズム

が連続明条件下においても消失することが明らかとなっている（Miwa et al. 2006、
Serikawa et al. 2008）。このことから、イボウキクサの GI はシロイヌナズナの GI と機能

が分化していると考えられる。そのため、イボウキクサでみられた連続暗条件での減衰は

GI 遺伝子の機能分化と関係があるかもしれない。ただし、イボウキクサは連続暗期中では

成長しないため細胞の転写活性そのものが低下している可能性も大きい。 
 

細胞時計にみられる不均一性 

 連続明条件における細胞発光リズムを解析した結果、個々の細胞時計の性質として「周

期不均一性」と「周期不安定性」が明らかとなった。細胞時計の周期と周期不安定性には

相関はなく、細胞の個体内の位置とも関係性は見られなかった（図2.16B、図2.17、図2.18）。
このことから、細胞時計の性質は偶発的に決定されているようにみえる。そのため、本研

究で明らかとなった細胞時計の不均一性は、概日時計システムが積極的に作り出している

のではなく、細胞にみられるノイズに起因するものではないかと考えている。 
哺乳類であるマウスの線維芽細胞や神経細胞においても、細胞間で概日リズムの周期が

異なることや、周期が不安定であることが報告されている（Honma et al. 2004、Leise et al. 
2012）。本研究では、分散分析モデルを用いて細胞発光リズムにおける周期不均一性と周期

不安定性の大きさを、周期と周期ゆらぎの母集団の標準偏差として推定した。その結果、

細胞時計の周期不均一性の標準偏差は1.1 h、周期不安定性の標準偏差は2.4 hと推定され、

周期不安定性の大きさは、細胞間での周期不均一性の大きさよりも 2 倍以上大きかった。

Leise らは同様の方法で、マウスの線維芽培養細胞が示す概日リズムを解析しており、周期

不均一性の標準偏差は 0.77 h、周期不安定性の標準偏差は 1.96 h と推定している。こちら

も周期不安定性の程度は、細胞間での周期不均一性の程度よりも 2 倍以上大きかった。ま

たどちらにおいても、周期不均一性の程度は 1 時間程度であり、植物と哺乳類間で細胞時

計の性質は同じ傾向を示すことが明らかとなった。 
真核生物の細胞時計が不安定である一方で、シアノバクテリアの細胞が示すリズムは極

めて安定で、細胞間での周期差もほとんどないことが明らかとなっている（Mihalcescu et al. 
2004、Amdaoud et al. 2007、Teng et al. 2011）。このことは、シアノバクテリアの概日時

計における振動生成機構が遺伝子回路を基盤としておらず、タンパクのみで構築されてい

ることに由来すると考えられている。遺伝子回路では、プロモーター領域が細胞内に 2 分

子しかなく、発現の制御も確率的に生じる（Guerriero et al. 2012）。このような少数性に

起因する確率的な撹乱は、多数の分子からなるタンパクのみで構築された系では生じない

と考えられる。 
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原核生物の概日時計機構は細胞レベルでの挙動が正確であるため、不安定な真核生物の

概日時計機構よりも優れているような印象をうけるが一概にはいえない。シアノバクテリ

アでは概日発現遺伝子の多くで発現タイミングが揃っていることが報告されている（Ito et 
al. 2009）。このことは、シアノバクテリアの概日時計機構では遺伝子ごとに発現タイミン

グを変えるような柔軟な制御がなされていないことを示唆している。逆にシロイヌナズナ

においては概日発現遺伝子は様々な時刻に発現ピークを示すように巧妙に制御されている

ことが明らかとなっている（Convington et al. 2008、Nakamichi et al. 2012）。真核生物

は、このような柔軟な制御を可能とするために、遺伝子回路を用いた概日時計機構を獲得

してきた可能性がある。また、遺伝子回路による振動生成においては、mRNA の核外移行

やスプライシングなどの真核生物特有の機構により時間遅れが発生することが鍵となるこ

とが指摘されており、原核生物には遺伝子回路を用いた概日時計機構を獲得できない可能

性もある（Dilão 2014）。 
真核生物における概日時計の進化過程において、柔軟な制御が可能である遺伝子回路を

基盤とする概日時計機構が選択されたと仮定すると、細胞時計の周期不均一性は遺伝子回

路の少数性に起因する進化上の避けられないノイズであったと考えることができる。しか

しながら周期不安定性については、高い不安定性が進化上選択される可能性が指摘されて

いる。数理モデルによる研究では、個々の細胞の周期に不均一性がある場合、周期に不安

定性があったほうが細胞全体を同期させることが容易になることが示されている

（Rougemont 2006）。このことは、周期に不均一性がある場合には、周期が不安定化する

ような選択圧が生じる可能性を示唆している。また、不安定な時計のほうが同調できる周

期の範囲が広く同調に要する速度が早いことも明らかとなっている（Webb et al. 2012）。 
植物と哺乳類では概日時計遺伝子の起源が全く異なる。また、哺乳類では神経系が概日

時計の中枢として機能するのに対して、植物には神経系はなく概日時計は分散システムと

して働く。このような大きな差異にも関わらず植物と動物で細胞時計の挙動に見られる基

本的な性質は驚くほど似通っていた。このことは、上記で考察した真核生物における概日

時計機構の進化プロセスが、哺乳類・植物の垣根を超えて細胞時計という素子の設計原理

を決定している可能性を示唆しているのかもしれない。 
 

細胞時計における周期不均一性の起源 

前述したように、タンパクを基盤とした概日時計機構を持つシアノバクテリアでは細胞

間での周期の不均一性は殆ど見られない（Mihalcescu et al. 2004、Amdaoud et al. 2007、
Teng et al. 2011）。そのため、真核生物にみられる細胞時計間の周期不均一性は遺伝子回路

が要因の１つと考えられる。しかしながら、周期不均一性が生じる具体的な機構は、いま

だ明らかとなっていない。数理モデルによる研究では、同じ遺伝子回路であっても、発現

するタンパク量が多いほうが概日リズムは短周期化することが示されている（Gonze et al. 
2002）。第 1 章では、個々の細胞の遺伝子発現量は対数スケールで異なることが示唆された
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ため、細胞間の遺伝子発現活性の違いにより分子数が異なることが周期不均一性の起源で

ある可能性は十分考えられる。しかしながら、細胞発光リズムの周期は、遺伝子発現活性

をある程度反映していると考えられる発光量と相関を示さなかった（図 2.17）。また、発現

タンパク量が少ない場合は、周期の不安定性が高くなることが予想されているが、今回の

解析では周期と周期の不安定性には相関が見られなかった。そのため、今回観察された周

期の不均一性の起源として、発現タンパク量以外の要素を検討する必要があるだろう。 
さらなる解析を進めるには、細胞発光リズムを測定した細胞について、様々な情報を得

る技術を新たに開発する必要がある。例えば、発光レポーターと共に蛍光レポーターを用

いたバイオセンサーを共導入することで、代謝産物量やエネルギー量や細胞サイズなどを

測定することができると考えられる。このような技術を利用することで、植物・動物など

の生物種を問わず大きな謎として残されている、細胞間における概日リズムの周期不均一

性の起源を解明する糸口がつかめるかもしれない。 
 

脱同期状態の植物は問題なく生育する 

 本研究により連続明条件下のイボウキクサでは、個体内の細胞時計は脱同期しているこ

とが明らかとなった。このことは個々の細胞が勝手な日内スケジュールで生命活動を行っ

ていること意味しており、細胞間での代謝産物の変動が同期しないなど、多くの不都合が

生じるように思われる。しかしながら、連続明条件においてイボウキクサは問題なく生育

する。脱同期状態においても正常に生育できる理由を解明することは、植物を多細胞生物、

個々の細胞が協調して生命活動を行う生物、として捉える上で重要だと考えている。 
 連続明条件では、0.5 mm よりも小さい領域では、位相の近い細胞集団が存在することが

示唆された（図 2.15）。植物細胞はプロトプラスト化しても、適した環境におかれると問題

なく生育する。このように植物細胞は独立性が高いため、近傍細胞とだけ代謝産物の変動

が一致していれば大きな問題は生じないのかもしれない。また、この考えを進めれば、連

続明条件のイボウキクサは個体として統合されていないと捉えることもできる。神経系を

持たず個体サイズや形態に大きな多様性を持つ植物にとって、全身を完全に統合するのは

大きな困難を伴うように思える。そのため、近傍細胞とだけ生命活動を統合するという分

散処理型の機構が進化上選択されてきたのかもしれない。 
また、遺伝子回路の構成物である転写・翻訳物は細胞間を拡散しないが、概日時計の制

御対象である代謝物は原形質連絡や細胞間隙を介して細胞間を拡散する。そのため、代謝

物は近傍細胞間で拡散することにより細胞間で平均化される可能性がある。その場合、代

謝変動の概日リズムは、遺伝子発現の概日リズムよりも同期する領域が大きく、振幅が低

いリズムになると予想される。今後の研究では、細胞レベルで遺伝子の転写活性の変化だ

けでなく、制御対象である代謝物の変動も合わせて解析することが脱同期状態の植物を理

解する上で重要だと考えられる。 
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個体内の細胞は、定常条件において独立した概日時計として振る舞う 

 連続明条件において個体全体での脱同期状態が観察されたが、近傍細胞では位相が揃う

傾向が見られた（図 2.15）。このことは、近傍細胞間において細胞間相互作用による概日リ

ズムの同期が生じることを示唆している。しかしながら、位相が揃った細胞集団は最大で

も 0.5 mm 程度の領域に限定的にしか存在しなかった。このことから、細胞間での相互作用

は存在するとしても、周期の不均一性や不安定性を抑えこむほどは強くないと考えられる。 
 細胞時計間での相互作用を考慮せず、周期不均一性・不安定性のみを考慮した統計モデ

ルにより、細胞時計の集団的挙動をかなりの程度を説明することが出来た（決定係数 0.73、
図 2.19）。このことは、脱同期状態にある個体内の細胞時計は、固有の周期を持つ個々の概

日振動体だと捉えることができること示している。また、連続明条件中の細胞時計の挙動

を理解するには、周期の不安定性が無視できない要因であることも示すことができた。 
 連続明条件で脱同期状態にある概日リズムが明暗条件へ同調していく過程を解析した結

果、個体内の細胞時計は自身の位相を参照して自律的に外環境へと応答することが明らか

となった（図 2.22）。応答様式は、細胞の位置によらず、位相のみに依存していた（図 2.23）。 
 以上のことから、個体内の細胞時計は、連続明条件においては、固有の周期で振動し、

外環境からの刺激に自律的に応答する、独立した概日時計として振る舞うと考えられる。 
 

植物個体内における細胞時計間の相互作用様式 

 連続明条件での脱同期状態における位相が揃った細胞集団領域のサイズは 0.5 mm 程度

であったのに対して、概日リズムの周期がある程度一致した細胞集団領域のサイズは 0.2 
mm 程度と小さかった（図 2.15、図 2.16）。このことは、近傍細胞における小さい位相差が

長期間は維持されないことを示唆している（図 2.7）。一方で、近傍細胞で位相差が小さい

傾向は測定期間を通して見られたため、位相が揃った細胞集団はフロンド内に一定量は存

在していると考えられる。これは「うなり」に細胞間相互作用が働いたことが一因と考え

られる。「うなり」は周期が異なる細胞間において位相差が周期的に変化する現象であるが、

細胞間を同期させるような相互作用は周期的に訪れる位相差が小さい期間を延長する効果

を持つと予想される。その場合、近傍細胞間で脱同期はしているが、位相が揃っている期

間が相対的に長いという結果となり、今回観察された状況が形成されると考えられる。実

際の個体では、多数の細胞時計による複雑な「うなり」が生じており、どの領域の細胞間

で位相差が一時的に小さくなるかは簡単に決定されない。そのため、脱同期状態における

位相の空間分布は複雑な変化を見せたと考えられる（図 2.14）。 
明暗条件では細胞時計のピーク固定時刻に空間的なパターンが見られたが、このパター

ンは連続的であり、細胞間相互作用が形成に関与する可能性がある（図 2.26、図 2.27A）。

明暗条件では各細胞時計の周期は 24 時間にセットされるが、周期不均一性に応じて細胞間

で数時間程度のピーク固定時刻の不均一性が生じると予想される。このような近傍細胞間
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における数時間のピーク時刻差を是正するには、細胞間相互作用は十分大きいのかもしれ

ない。植物概日時計システムにおける細胞間相互作用の本来の役割が、細胞時計が細胞自

律的に明暗条件へ同調した際に生じるピーク固定時刻の不均一性を是正することだと考え

ると、連続明条件という不自然な状況において脱同期が生じるのは不思議ではない。この

場合、明暗条件における周期的な光シグナルは、時間情報の入力としての役割だけでなく、

個々の細胞時計の周期を 24 時間にセットすることで、細胞間相互作用が個体内の細胞時計

を統合できる状況を作り出す役割を持つと考えられる。 
本研究では、細胞間相互作用が関与すると期待できる現象を捉えることに成功したが、

その具体的な機構は明らかに出来なかった。相互作用の分子機構に関する知見は多くない

が、最近、ショ糖が概日時計の位相に影響を与えることが明らかとなった（Haydon et al. 
2013）。このことは、ある細胞時計の出力結果であるショ糖が変動する場合、原形質連絡な

どを介してその変動が伝達され、他の細胞時計の入力として作用することを意味している。

ショ糖に限らず、ある代謝物が、概日時計の出力結果として変動し、さらに概日時計の入

力にもなる場合、その代謝物は細胞間相互作用の分子的な実体になり得ると考えられる。

そのような代謝物の変動を加味したモデルを構築した上で、今回観察された現象の解析を

進めることが相互作用の分子機構に迫る上で重要だと考えられる。 
 

明暗条件における周期不均一性の不顕在化 

 連続明条件での解析では、個体内における細胞時計の独立性の高さが明らかとなった。

明暗条件においても、細胞時計の独立性が高いのかを検証するために、細胞時計の周期が

明暗条件への同調時の位相に反映されるかを解析した。その結果、明暗条件下でのピーク

固定時刻と、明暗条件移行前の連続明条件における概日リズムの周期には有意な相関が見

られた（図 2.25）。このことは、これまでの個体レベルでの解析で明らかとなっていた概日

時計の周期と明暗条件下での固定位相との関連が、細胞時計においても同様であることを

示唆しており、連続明条件での解析によって明らかとなった細胞時計における遺伝背景の

違いを起源としない周期不均一性は、明暗条件下でも消失しないことを示唆している。一

方で、ピーク固定時刻と細胞時計の周期には相関が見られたものの、その関係は明瞭では

なく、ピーク固定時刻はむしろ明瞭な空間パターンを形成していることが明らかとなった

（図 2.26、図 2.27A）。明暗条件へ移行前の連続明条件下での測定から推定された細胞時計

の周期にはそのような空間パターンが見られなかったことから（図 2.27B）、明暗条件にお

ける細胞時計のピーク固定時刻は、細胞時計の周期よりも、細胞が個体上のどこにいるか

により強く依存するが明らかとなった。これらを合わせて考えると、明暗条件下において

も細胞時計の周期不均一性は依然として存在するが、この不均一性は明暗条件での細胞時

計の挙動には大きく影響せず、不顕在化していると結論づけることができる。連続明条件

では独立性の高かった細胞時計は、明暗条件では、周期不均一性の影響を受けず連続的な

空間パターンを形成するという意味において独立性が低くなることが明らかとなった。 
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明暗条件で生じるピーク時刻の空間パターン 

今回明暗条件で観察された空間パターンでは、フロンドの中心から外縁まで 2 時間程度

の時刻ずれがみられた（図 2.26、図 2.27A、図 2.29）。このような空間パターンが生じる機

構は残念がながら不明であるが、細胞時計間で固定位相が異なるということは細胞時計間

で光刺激による位相の変化様式が異なることを意味しており、この違いが何に起因するか

を解析することがパターン形成機構の理解において重要だろう。現在は、フロンドの内と

外で細胞時計の性質や周辺環境が異なる可能性を検討しており、具体的には、細胞時計へ

の入力系の挙動が異なる、分裂組織や根などの植物体の構造からの影響を強く受ける、転

流のような方向性のある代謝物の流れが個体内に存在する、などを想定している。これま

で行われてきた植物における細胞レベルでの概日リズム解析は、観測される現象の複雑性

から現象の記述に追われていたが、今回見出した空間パターンは大変単純であり再現性よ

く観察できるため、今後はこれらの可能性に対して実証的な解析が可能になると考えてい

る。植物体の切断や局所的な光照射を行うことで空間パターンに摂動を与え、パターン構

造の変化を解析することで、個体中の細胞時計の挙動に影響を与える要素について多くの

知見を得ることができるだろう。 
 観察された空間パターンには個体内における 2 時間の時刻差が内包されていたが、その

意義についても今後検討していく必要がある。外環境変動への同調という観点からは、個

体内の時刻差は不必要に思われる。しかしながら現在、光周性における日長測定において

時刻差の持つ利便性を検討している。植物が野外において日長測定を行う際には、多量の

ノイズを含んだ環境変動から日出と日没を認識する必要がある。この際、細胞時計が一律

な環境応答を示す場合、あるノイズにより個体内の細胞全てが誤認識を起こす可能性が考

えられる。逆に、細胞時計の環境応答性がある程度の幅を持つ場合、あるノイズにより誤

認識を起こす細胞は個体内の一部に留まると考えられる。このように、個体内における細

胞時計間の時刻差は、ノイズ存在下での日長測定の安定性を向上させる可能性があると考

えている。この仮説の検証には数理モデル解析と実験の双方を進める必要があるが、もし

空間パターンにおける時刻差に上記の利便性が認められた場合、細胞時計は空間パターン

の形成により個体レベルの機能を創発し得ることを意味し、植物概日時計の多細胞系とし

ての新たな側面を明らかにできると考えている。 
また、個体内の空間パターンに意義が存在するならば、他の植物においても空間パター

ンが形成されるはずである。そのため、植物における明暗条件下での空間パターンの普遍

性を検証していく必要がある。今回イボウキクサで観察された空間パターンでは、ピーク

固定時刻はフロンドの内から外へ線形に増加したが、この構造はフロンドサイズが大きく

なるほど時刻ずれが拡大するため、個体サイズが変化すると空間パターンの構造が変化す

ることが想定される。パーティクルガン法によるレポーター導入は対象植物を選ばないた

め、今後ウキクサ植物に限らず解析を進めることで、植物における空間パターンの共通性

や多様性を明らかにできると考えられる。  
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材料と方法 

植物と培養条件 

実験に用いたイボウキクサ（Lemna gibba）p8L 株は、イボウキクサ G3 株の純系株である。

所属研究室で自殖を 8 回行うことで樹立された。実験に用いたイボウキクサは基本的に連

続明条件において 1%ショ糖を含む NF 培地で培養したものである。NF 培地に関しては第

3 章で詳しく述べる。200 mL フラスコに 60 mL の培地を入れて綿栓とアルミホイルで蓋

をしたものを用いて無菌状態で培養を行った。実験前に明暗条件で培養と記す場合、1 ヶ月

以上明暗条件で培養したものを使用した。培養室の条件は第 1 章と同じである。 
 

発光レポーターコンストラクト 

 概日発現型発光レポーターとして用いた pUC-AtCCA1:LUC+（AtCCA1:LUC）は第１章

で用いたものと同じである。 
 

パーティクルガンによる発光レポーター導入 

第 1 章とほぼ同じ手順でレポーター導入を行った。変更点として、導入に用いる DNA 量

を 2 μg とし、450 psi のラプチャーディスクを導入時に使用した。レポーター導入は 60 mm
シャーレに並べたイボウキクサに対して行った。 
 

細胞発光自動測定システム 

 細胞発光測定システムは、第１章で構築した測定系にサンプルを載せる回転台を追加す

るなどの改良を施したものを用いた。回転台は市販の回転モータ（中央精機、ARS-6306-GM）

にアルミニウム製の円盤を取り付けることで作成し、モータ用コントローラ（中央精機、

QT-ADM3）を介してコンピュータ上のソフトウェア（HOKAWO、浜松ホトニクス）によ

り自動制御した。生物発光の測定は 30 分に 1 回、200 秒もしくは 240 秒の露光時間で行

った。葉緑体由来の遅延蛍光の減衰を待つために、露光は消灯後に 60 秒以上待った後で行

った。生物発光測定に要する消灯は露光時間によらず 5 分とした。植物用の照明は光ファ

イバ付き白色 LED 光源（PFB2-20SW CCS）を用い、植物体上部から 30 μE m-2 s-1の白色

光を照射した。測定終了後の生物発光の定量は ImageJ を用い、第１章と同様の方法で行っ

た。 

 

遅延蛍光の測定法 

 遅延蛍光の測定は、レンズに取り付けてある自家蛍光除去フィルタを外した以外は、基

本的に細胞発光測定と同様に行った。測定植物を設置した回転台は光ファイバ下の位置か
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らカメラ下の位置へ移動するのに 10 秒程度かかるため、照明を消灯後の 10-20 秒、20-30
秒、30-60秒間について遅延蛍光を測定した。このうち明瞭な概日リズムが観察できた 30-60
秒間の遅延蛍光データを解析に用いた。 
 

ピーク/トラフ抽出 

細胞発光リズムにおけるピークとトラフは、局所的に二次関数をフィッティングするこ

とで推定した。まず 8 時間の移動平均フィルタ処理をした時系列データから極大値と極小

値をとる時刻を探索し、ピークとトラフのおおよその時刻を推定した。次に、推定された

時刻をもとに局所的な二次関数フィッティング行い、ピークとトラフの詳細な時刻を推定

した。局所フィッティングは 2 時間移動平均フィルタ処理をした時系列データに対して行

った。フィッティングを行う領域幅は 6 時間とした。 
 

細胞発光リズムの定量解析 

 抽出したピークとトラフから位相𝜃𝜃(𝑡𝑡)と振幅𝐴𝐴(𝑡𝑡)を以下の要領で求めた。 
 
位相𝜃𝜃(𝑡𝑡)は、ピークからピークの間を 0 から 2π まで単調に増加する変数として定義した

（図 2.3）。実際の計算式は以下の通りである。 

𝜃𝜃(𝑡𝑡) = 2π
𝑡𝑡 − 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘

𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1 − 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘
, (𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘 ≤ t < 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1) 

ここで、𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘は k 番目のピーク時刻である。 
 
振幅𝐴𝐴(𝑡𝑡)は、細胞間での発光量が大きく異なるため、相対振幅を採用した。すなわち、ピ

ーク発光量とトラフ発光量の差を、ピーク発光量とトラフ発光量の平均で割ったものを計

算し振幅とした。また、各時刻における振幅を求めるためにピーク包絡線𝑈𝑈(𝑡𝑡)と、トラフ包

絡線𝐿𝐿(𝑡𝑡)を求め、そこから相対振幅を計算した。包絡線は、ピーク間、トラフ間を線形につ

ないだものを採用した。実際の計算式は以下のとおりである。 

𝐴𝐴(𝑡𝑡) =
𝑈𝑈(𝑡𝑡)− 𝐿𝐿(𝑡𝑡)
𝑈𝑈(𝑡𝑡) + 𝐿𝐿(𝑡𝑡)

, 

 

𝑈𝑈(𝑡𝑡) =

⎩
⎪
⎨

⎪
⎧ 𝑥𝑥𝑃𝑃1,                                     𝑡𝑡 < 𝑡𝑡𝑃𝑃1

𝑥𝑥𝑃𝑃𝑘𝑘+1 − 𝑥𝑥𝑃𝑃𝑘𝑘

𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1 − 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘
𝑡𝑡 +

𝑥𝑥𝑃𝑃𝑘𝑘𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1 − 𝑥𝑥𝑃𝑃𝑘𝑘+1𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘

𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1 − 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘
, 𝑘𝑘 = 1⋯𝑁𝑁𝑃𝑃      𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘 ≤ t < 𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘+1

𝑥𝑥𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 ,                                     𝑡𝑡𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 ≤ 𝑡𝑡
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𝐿𝐿(𝑡𝑡) =

⎩
⎪
⎨

⎪
⎧ 𝑥𝑥𝑇𝑇1,                                     𝑡𝑡 < 𝑡𝑡𝑇𝑇1

𝑥𝑥𝑇𝑇𝑘𝑘+1 − 𝑥𝑥𝑇𝑇𝑘𝑘

𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘+1 − 𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘
𝑡𝑡 +

𝑥𝑥𝑇𝑇𝑘𝑘𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘+1 − 𝑥𝑥𝑇𝑇𝑘𝑘+1𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘

𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘+1 − 𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘
, 𝑘𝑘 = 1⋯𝑁𝑁𝑇𝑇       𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘 ≤ t < 𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘+1

𝑥𝑥𝑇𝑇𝑁𝑁𝑇𝑇 ,                                     𝑡𝑡𝑇𝑇𝑁𝑁𝑇𝑇 ≤ 𝑡𝑡

 

 
ここで、𝑡𝑡𝑃𝑃𝑘𝑘と𝑡𝑡𝑇𝑇𝑘𝑘 は k 番目のピーク時刻と k 番目のトラフ時刻を、𝑥𝑥𝑃𝑃𝑘𝑘と𝑥𝑥𝑇𝑇𝑘𝑘 は k 番目の

ピーク発光量と k 番目のトラフ発光量を、𝑁𝑁𝑃𝑃と𝑁𝑁𝑇𝑇 はピークの総数とトラフの総数を、𝑈𝑈(𝑡𝑡)

と𝐿𝐿(𝑡𝑡)はピーク包絡線とトラフ包絡線をそれぞれあらわす。 
 

Fast Fourier transform–nonlinear least squares (FFT-NLLS) 法 

 FFT-NLLS 法は、コサイン線形和でリズムデータをフィッティングすることで、その周

期を推定する手法である。本研究用に FFT-NLLS 法を実行する R スクリプトを作成した。

以下に FFT-NLLS 法の原理を解説する。 
FFT-NLLS 法では、まず高速フーリエ変換（FFT）によりリズムデータの周波数スペク

トルを計算し、そこから主要周波数を決定する。決定された主要周波数をもとに、コサイ

ン関数の線形和を作成し、リズムデータへ非線形最小二乗法（NLLS）でフィッティングす

る。この際、フィッティング対象となるパラメータは各周波数成分につき振幅、周期、初

期位相の 3 つである。NLLS 法ではフィッティングにより推定されたパラメータについて

信頼区間を求めることができる。そのため、各周波数成分について、推定振幅の 95%信頼

区間の幅を求め、その幅の半分を推定振幅で割ることで、振幅推定の有意度を正規化して

見積もることができる。この推定有意度は Relative Amplitude Error（RAE）と呼ばれ、

原理的に 0 から１の値をとり、推定された振幅の有意度が低いほど値が大きくなる。そこ

で、FFT-NLLS 法では、RAE が最も小さい周波数成分の振幅、周期、初期位相をリズムデ

ータの解析結果とする。この RAE はリズムデータにおける振幅の明瞭さを反映しており、

目視でのリズムの確からしさと良い相関を持つことが経験的に知られている。 
 

リズム持続細胞の抽出 

 まず FFT-NLLS 法を行い、RAE が 0.15 以下の時系列データ、RAE とは無関係に常に振

幅が 0.3 以上であった時系列データを抽出し、１つのグループにまとめる。このグループの

中から FFT-NLLS 法で推定した周期とピーク間隔の平均の差が 2.5 時間以上であったもの

を除く。これはピーク抽出を失敗している時系列データを除く操作である。残った細胞を

リズム時続細胞とした。リズム持続細胞は、解析区間中において全てのピークが正しく識

別されている細胞のことであり、位相や振幅を用いた解析に使用する細胞のことを指す。 
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同期率の計算  

細胞時計集団の同期率𝑅𝑅はピーク時刻から求めた位相 θ をもとに以下の式で算出した（図

2.5）。 

𝑅𝑅exp(𝑖𝑖Φ) = 1
𝑁𝑁�  � exp (𝑖𝑖𝜃𝜃𝑗𝑗)

𝑗𝑗

 

ここで、𝑁𝑁は細胞の総数。𝜃𝜃𝑗𝑗は j 細胞の位相、Φは細胞平均位相を表す。 
 

解析アルゴリズムの実装・統計解析 

全て R 言語（ver. 3.1.1）によって行った。 
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第３章  

様々なウキクサ植物における概日リズムの解析 
 

導入 

第２章では、イボウキクサを材料に、個体内において細胞が示す概日リズムの解析を行

った。連続明条件では個々の細胞は独立した細胞時計ように振る舞うこと、明暗条件下で

は個体内にピーク時刻の空間パターンが生じることが明らかとなった。シロイヌナズナで

は、維管束組織が近傍の組織の概日リズムに影響をあたえることが指摘されている

（Fukuda et al. 2007、Endo et al. 2014）。そのため、個体中の維管束組織の構造が、明暗

条件における空間パターンの構造に影響を与える可能性が考えられる。イボウキクサが属

するLemna属の植物には葉脈状の構造が見られるものの維管束組織はあまり発達していな

い。しかしながら、ウキクサ植物には、Spirodela 属や Landoltia 属など、維管束組織が発

達する一群や、逆に、葉脈状の構造や根も持たない Wollfia 属のような一群が存在する

（Landolt 1986）。つまり、ウキクサ植物は維管束組織の発達度に大きな多様性をもつ植物

群だといえる。また、Spirodela 属はフロンド径が 1 cm を超えるが、Wollfia 属はフロン

ド径が 1 mm に満たないなど、個体サイズにも大きな多様性がみられる（図 0.6）。そのた

めウキクサ植物全般を材料として細胞リズムの解析ができれば、維管束組織や個体サイズ

など植物体の構造が個々の細胞時計の挙動にどのような影響を与えるかを検討する上でよ

いモデルになると期待できる。 
のみならず、ウキクサ植物は概日時計の多様性解析の材料として魅力的な要素を持って

いる。シロイヌナズナを用いた実験では、概日時計の周期は外環境の周期と一致している

場合、生産量が向上し適応的であることが報告されている（Dodd et al. 2005）。1 日の長さ

は地球上どこでも 24 時間であるので、自然条件で生育するシロイヌナズナの概日時計の周

期は淘汰により 24 時間へと収束するように思われる。しかしながら、野外に生育するシロ

イヌナズナにおいて、概日時計の周期に幅広い自然多型が存在することが報告されている

（Michael et al. 2003）。このような周期多様性は植物の概日時計研究において興味深い問

題であるが、概日時計の多型解析はどの植物種においても進んでいないのが現状である。

これは概日時計の振動が複雑なフィードバックループによって生成されていることに起因

すると考えられる（Jolma et al. 2010）。概日リズムの性質は様々な時計遺伝子の様々な変異

により変化してしまうため、概日時計機構の自然多型を解析するには複数の時計遺伝子の

発現変動パターンを網羅的に測定する必要がある（Michael et al. 2003）。また、概日リズ

ムの解析には高時間分解能での測定が必要となる。これまで述べてきた通り、発光レポー

ターは非侵襲的に高時間分解能での測定が可能である。しかしながら形質転換体の作出は
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煩雑であり、多様性解析のような多検体での測定においては現実的ではない。本研究で用

いたパーティクルガンによる簡便な発光レポーター導入は、対象植物種を限定せず、前処

理もとくに必要としないため、多様性解析において強力なツールとなると考えられる。ま

た、ウキクサ植物は小型であるため、ハイスループットな生物発光自動測定装置を組み合

わせることで多検体での測定が容易である。さらに、ウキクサ植物は少ない種数が世界各

地に分布しているため、概日時計の適応進化を考える上でも良いモデルになると期待でき

る（Landolt 1986）。 
これまで、パーティクルガンによる発光レポーターの導入はLemna属のイボウキクサ（L. 

gibba）とアオウキクサ（L. aequinoctialis）でしか試みられてこなかった。そこで、本章

では、他の属のウキクサ植物においてもパーティクルガン法による発光レポーターの導入

による概日リズム測定が可能かを検証し、各ウキクサ植物が示す概日リズムの性質を解析

した。 
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結果 

測定条件の検討 

パーティクルガンによる発光レポーター導入は、原理の単純さから様々な植物に利用可

能である。この特性を利用してウキクサ植物における概日リズムの多様性の解析を試みた。

ウキクサ植物内の多様性を幅広く捉えるために所属研究室で維持されていたウキクサ植物

の中から、4 属に属するイボウキクサ（Lemna gibba）、アオウキクサ（L. aequinoctialis）、
ヒメウキクサ（Landoltia punctata）、ウキクサ（Spirodela polyrhiza）、ミジンコウキクサ

の 1 種（Wolffia columbiana）の 5 種を選び、実験に用いることとした。ミジンコウキク

サ以外は、各種 2 株を実験に用いて合計 9 株のウキクサ植物で概日リズムの測定を行い、

その性質の比較を試みた（図 3.1）。これらのウキクサ植物は種ごとに培養培地が異なるた

めに、まず、培地の違いが概日リズムの性質に影響するかを検証した。 

 
図 3.1 概日リズム測定を行ったウキクサ植物 
（A）NF 培地で培養した 4属 5 種 9株のウキクサ植物。測定用の 35 mm シャーレに入っており、

写真は発光リズム測定開始時に撮影された。Bar: 5 mm。（B）atpF-atpH 配列情報に基づいた系

統樹（近隣結合法）。黒丸はリファレンス配列を表す。リファレンス配列情報は Wang et al. (2010)
に依った。本系統樹は著者自身が採集したウキクサ植物の種同定のために作成した。 
 

E 培地と H 培地で培養したイボウキクサ（Lemna gibba）G3 株に概日発現型発光レポー

ターである AtCCA1:LUC を導入し、プレート発光自動測定器にセットすることで各培養培

地条件における生物発光変動を測定した（図 3.2）。明暗条件において、生物発光は E 培地、

H 培地で培養したイボウキクサの双方で明瞭な日周リズムを示したが、連続明条件におけ

る概日リズムの性質は培地間で異なっていた（図3.3AB）。E培地ではリズム周期は22.62 ± 

BA
アオウキクサ

Lemna gibba
G3 p8L

Lemna aequinoctialis
6746 Nd

Landoltia punctata
NS IS

Spirodela polyrhiza
7003 biwa1

Wolffia columbiana
7972

イボウキクサ

ヒメウキクサ ウキクサ

ミジンコウキクサの一種

(p8L)
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0.07 h （mean ± SEM, n = 4）であり、発光レベルは徐々に低下していった（図 3.3A）。

H 培地ではリズム周期は 24.26 ± 1.01 h（n = 4）であり、発光レベルは測定期間中維持

された（図 3.3B）。この解析により、生物発光概日リズムの性質は培地組成の影響を強く受

けることが示唆され、概日リズムの性質比較は同一の培地で培養したウキクサ植物間で行

う必要があることが明らかとなった。 
H 培地は古くからウキクサ植物の培養に用いられており、多くのウキクサ植物を培養可

能である。そこで、H 培地を種間比較解析で用いることを検討した。H 培地で培養した多

くのウキクサ植物において生物発光での概日リズム測定が可能であったが、ウキクサ

（Spirodela polyrhiza）7003 株では AtCCA1:LUC 導入時の発光量が弱く、リズムの定量

解析が難しかった（図 1.3C）。構成発現型発光レポーターである ZmUBQ1:LUC 導入時に

おいても、発光量がイボウキクサと比べて 1/10 程度であったため（村中 未発表データ）、

H 培地で培養したウキクサでは、生物発光の活性が著しく低いと考えられる。このため、H
培地を概日リズムの種間比較解析に用いることは困難である。そこで、培地の組成を検討

した結果、Pirson-Seidel 培地を元にした培地で上記の 9 株のウキクサ植物全てが十分な発

光活性をした。以下では、この培地を NF 培地と呼称する。NF 培地では、実験に用いた 9
株のウキクサ植物全てが正常に成長した（図 3.1A）。以下では、NF 培地を用いて、ウキク

サ植物間における概日リズムの比較を行った。 

 
図 3.2 プレート発光測定装置 
発光レポーターを導入したウキクサ植物からの発光は、プレート発光自動測定システムで測定さ

れる。シャーレが設置されたテーブルは回転しており、シャーレは 20 分毎に光電子増倍管の下

に移動し、シャーレ全体の発光量が測定される。測定装置は人口気象器の中に設置されている。 

数コロニーのウキクサ

光電子増倍管

パーティクルガンによる
発光レポーターの導入

35 mmシャーレ
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図 3.3 生物発光概日リズムの性質は培地組成の影響をうける 
AtCCA1:LUC をイボウキクサ G3 株を E 培地で培養したもの（A）、H 培地で培養したもの（B）、
ウキクサ 7003 株を H 培地で培養したもの（C）に導入し、生物発光変動を測定した。植物は連

続明条件で培養されたものを使用し、レポーター導入後すぐに測定を開始した。最初の２日間は

明暗条件下で測定し、その後、連続明条件で測定を行った。それぞれ、4 回行った測定の中から

代表的なデータを表示した。黒線は暗期、白線は明期、灰線は主観的暗期を表す。 
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明暗条件における日周リズムの比較 

 概日発現型発光レポーターである AtCCA1:LUC に加え、構成発現型発光レポーターとし

てZmUBQ1:LUCを9株のウキクサ植物に導入し、発光変動を明暗条件で測定した（図3.4）。
AtCCA1:LUC 導入時の発光変動は、どの株でも明瞭な日周リズムを示した（図 3.4A-I）。
発光のピークは朝であり、これはシロイヌナズナや、異なる培地条件で培養された Lemna
属の植物で観察されたリズムと同様であった（Nakamichi et al. 2004、Miwa et al. 2006）。
発光がピークを示した時刻は、Lemna 属で夜明け後 0-2 h、他の属で夜明け後 3-4 h と異な

っていた（表 3.1）。ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は、どの株においても明瞭な日周リ

ズムを示さなかった（図 3.4J-R）。どちらのレポーターでも、発光強度は同一種内の株間で

は同程度であり、種間では異なる傾向が見られた（表 3.1）。 

 

 
  

種名 株名

AtCCA1:LUC ZmUBQ1:LUC

ピーク発光量a

（counts s-1 mm-2）
ピーク時刻b

（h）

ピーク発光量a

（counts s-1 mm-2）

ピーク時刻b

（h）

イボウキクサ
(Lemna gibba)

G3 26.3 ± 1.9 0.50 ± 0.08 319.8 ± 30.2 16.54 ± 2.35

p8L 26.3 ± 2.5 1.25 ± 0.22 298.8 ± 19.6 14.46 ± 1.96

アオウキクサ
(Lemna aequinoctialis)

6746 161.4 ± 44.5 1.08 ± 0.07 482.0 ± 50.1 14.92 ± 1.31

Nd 172.0 ± 28.3 0.38 ± 0.06 1047.1 ± 211.4 0.63 ± 0.06

ヒメウキクサ
(Landoltia punctata)

NS 23.4 ± 3.5 3.33 ± 0.12 648.7 ± 68.2 17.88 ± 2.64

IS 17.9 ± 3.7 3.21 ± 0.17 515.3 ± 138.2 19.00 ± 2.83

ウキクサ
(Spilodela polyrhiza)

7003 8.8 ± 1.1 3.46 ± 0.51 394.2 ± 92.3 12.33 ± 0.00

biwa1 14.8 ± 2.5 3.29 ± 0.23 441.1 ± 90.0 13.42 ± 0.97

ミジンコウキクサの1種
(Wolffia columbiana) 7972 218.9 ± 33.3 3.58 ± 0.54 1368.6 ± 380.0 12.00 ± 0.00

表3.1 明暗条件におけるピーク発光量とピーク時刻

Mean ± SEM（n = 8）a ピーク発光量は、測定開始時の植物体の表面積で割った。
b 0 hは夜明け、12 hは日暮れに相当する。
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図 3.4 明暗条件における AtCCA1:LUC と ZmUBQ:LUC の発光変動 
AtCCA1:LUC をイボウキクサ G3 株（A）と p8L 株（B）、アオウキクサ 6746 株（C）と Nd 株

（D）、ヒメウキクサ NS 株（E）と IS 株（F）、ウキクサ 7003 株（G）と biwa1 株（H）、ミジ

ンコウキクサ 7972 株（I）に、ZmUBQ:LUC をイボウキクサ G3 株（J）と p8L 株（K）、アオ

ウキクサ 6746 株（L）と Nd 株（M）、ヒメウキクサ NS 株（N）と IS 株（O）、ウキクサ 7003
株（P）と biwa1 株（Q）、ミジンコウキクサ 7972 株（R）に導入し、明暗条件下での生物発光

変動を測定した。植物は連続明条件で培養されたものを使用し、レポーター導入後すぐに明暗条

件下での測定を開始した。発光データは測定開始後 24-48 時間における最大発光量で割ること

により正規化した。8 回の測定の平均を黒丸、標準誤差を点線で表示した。黒線は暗期、白線は

明期を表す。 
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連続明条件における概日リズムの比較 

AtCCA1:LUC と ZmUBQ1:LUC を 9 株のウキクサ植物に導入し、発光変動を連続明条件

で測定した（図 3.5）。発光レポーターの導入直後から明暗条件で 2 日間測定し、その後、

連続明条件で測定を行った（図 3.3 と同様の実験スケジュール）。得られた発光変動データ

は FFT-NLLS 法で解析した。FFT-NLLS 法では、リズムの周期をコサイン線形和によるフ

ィッティングで推定する。その際、フィッティングの有意度が Relative amplitude error
（RAE）により評価される。RAE は 0 から 1 の値をとり、値が小さいほどフィッティング

有意度が高い。発光変動にリズム成分が少ない場合はフィッティング有意度が減少するた

め、RAE は上昇する。つまり、低い RAE はリズムが明瞭であることを示唆している。測

定開始から 48-168 h の発光変動データを FFT-NLLS で解析した結果を下表にまとめた（表

3.2）。 

 

  

種名 株名

AtCCA1:LUC ZmUBQ1:LUC

周期（h） RAEa 周期（h） RAEa

イボウキクサ
(Lemna gibba)

G3 25.00 ± 0.15 0.07 ± 0.011 25.95 ± 0.48 0.12 ± 0.010

p8L 24.78 ± 0.16 0.08 ± 0.013 25.63 ± 0.17 0.10 ± 0.012

アオウキクサ
(Lemna aequinoctialis)

6746 22.73 ± 1.38 0.31 ± 0.004 30.31 ± 1.71 0.27 ± 0.017

Nd 21.55 ± 0.02 0.16 ± 0.004 21.76 ± 0.15 0.20 ± 0.014

ヒメウキクサ
(Landoltia punctata)

NS 22.39 ± 0.05 0.08 ± 0.011 22.34 ± 0.11 0.10 ± 0.007

IS 22.91 ± 0.15 0.08 ± 0.006 22.82 ± 0.21 0.09 ± 0.008

ウキクサ
(Spilodela polyrhiza)

7003 25.84 ± 0.43 0.16 ± 0.012 26.44 ± 0.15 0.18 ± 0.015

biwa1 24.42 ± 0.29 0.18 ± 0.004 24.40 ± 0.25 0.16 ± 0.008

ミジンコウキクサの1種
(Wolffia columbiana)

7972 25.57 ± 0.03 0.13 ± 0.007 23.79 ± 2.03 0.21 ± 0.021

表3.2 連続明条件での生物発光変動に対するFFT-NLLS解析の結果

Mean ± SEM（n = 4）a Relative Amplitude Error
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図 3.5 連続明条件における AtCCA1:LUC と ZmUBQ:LUC の発光変動 
AtCCA1:LUC をイボウキクサ G3 株（A）と p8L 株（B）、アオウキクサ 6746 株（C）と Nd 株

（D）、ヒメウキクサ NS 株（E）と IS 株（F）、ウキクサ 7003 株（G）と biwa1 株（H）、ミジ

ンコウキクサ 7972 株（I）に、ZmUBQ:LUC をイボウキクサ G3 株（J）と p8L 株（K）、アオ

ウキクサ 6746 株（L）と Nd 株（M）、ヒメウキクサ NS 株（N）と IS 株（O）、ウキクサ 7003
株（P）と biwa1 株（Q）、ミジンコウキクサ 7972 株（R）に導入し、連続明条件下での生物発

光を測定した。植物は連続明条件で培養されたものを使用し、レポーター導入後すぐに生物発光

の測定を開始した。明暗条件で発光変動を 2 日間測定した後、連続明条件で発光変動を測定し

た。発光データは測定開始後 24-48 時間における最大発光量で割ることにより正規化した。4 回

の測定の平均を黒線、標準誤差を点線で表示した。白線は明期、灰線は主観的暗期を表す。 
 
イボウキクサ（Lemna gibba）G3、p8L 株において、AtCCA1:LUC 導入時の発光変動は

明瞭な概日リズムを示し、その周期は株間でほぼ同じだった（図 3.5AB、表 3.2）。
ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は、減衰する概日リズムを示し、主観的な夜明け付近に 4
回のピークが観察された。ZmUBQ1:LUC が示したリズムの周期は、AtCCA1:LUC が示し

たリズムの周期より約 1 時間長かった（表 3.2）。ZmUBQ1:LUC はトウモロコシで構成発
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現する UBQUITIN1 のプロモーターを用いたレポーターであり、構成的な発光が期待され

ていた（Christensen et al. 1992）。そのため、発光変動が概日リズムを示したことは予想

外であった。そこで、植物において構成発現プロモーターとして広く用いられているカリ

フラワモザイクウイルス 35S（CaMV35）プロモーターを用いた CaMV35S:LUC をイボウ

キクサ p8L 株に導入し、同一条件で測定を行った。その結果、CaMV35S:LUC 導入時の生

物発光は減衰する概日リズムを示し 3 回のピークが観察された。ピークの位置は

ZmUBQ1:LUC 導入時と同じ、主観的夜明けであった（図 3.6A）。リズム周期は 25.59 ± 
0.08 h （n = 4）であり、ZmUBQ1:LUC 導入時の周期（25.63 h）とほぼ同じであった。

これらの結果から、植物における典型的な構成発現性のプロモーターを用いた 2 つの発光

レポーターは、我々の実験条件では、導入時の発光が概日リズムを示すレポーターである

ことが明らかとなった。また、2 つの発光レポーターの示したリズムの特徴がよく似ていた

ことから、この主観的夜明けにピークをもつ発光変動リズムはプロモーターに依存しない

可能性が考えられる。そこで、夜明けにピークを持つこれらのリズムと逆位相である夕暮

れにピークをもつ概日発現を示すシロイヌナズナ PRR1 遺伝子の発光レポーターである

AtPRR1:LUC をイボウキクサ p8L 株に導入し、同一条件で測定を行った。その結果、発

光変動は、夕暮れにピークを持つ概日リズムを示した（図 3.6B）。 

 
図 3.6 連続明条件における CaMV35S:LUC と AtPRR1:LUC の発光変動 
CaMV35S:LUC（A）と AtPRR1:LUC（B）をイボウキクサ p8L 株に導入し、連続明条件下での

生物発光を測定した。植物は連続明条件で培養されたものを用い、レポーター導入後すぐに生物

発光の測定を開始した。明暗条件で発光変動を 2 日間測定した後、連続明条件で発光変動を測

定した。発光データは測定開始後 24-48 時間における最大発光量で割ることにより正規化した。

4 回の測定の平均を黒線、標準誤差を点線で表示した。白線は明期、灰線は主観的暗期を表す。 
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アオウキクサ（Lemna aequinoctialis）では、AtCCA1:LUC 導入時の発光変動様式は、

6746 株と Nd 株で大きく異なった。6746 株での発光変動は急速に減衰する概日リズムを示

し、ピークは１回しか観察できなかった（図 3.5C）。一方で、Nd 株での発光変動は徐々に

減衰する概日リズムを示し、5 回のピークが観察できた（図 3.5D）。ZmUBQ1:LUC 導入時

の発光変動も株間で異なっていた。6746 株の発光変動は明瞭な概日リズムを示さず（RAE 
= 0.27）、発光量は徐々に低下した（図 3.5L、表 3.2）。Nd 株でも発光量は徐々に低下した

が、発光変動は明瞭な概日リズムを示し、4回のピークが観察された（RAE = 0.20、図 3.5M）。

Nd 株では AtCCA1:LUC 導入時のリズム周期（21.55 h）と ZmUBQ1:LUC 導入時のリズ

ム周期（21.76 h）は同程度であった（表 3.2）。どちらの株でも、AtCCA1:LUC 導入時の

連続明条件での発光量は、明暗条件下での発光量に比べて 30％以下と低かった（図 3.5CD）。 
 ヒメウキクサ（Landoltia punctata）では、NS 株と IS 株の両方で AtCCA1:LUC 導入時

の発光変動は明瞭な概日リズムを示した（図 3.5EF）。NS 株のリズム周期（22.39 h）は IS
株のリズム周期（22.91 h）よりも約 0.5 h 短かった（表 3.2）。ZmUBQ1:LUC 導入時の発

光変動も 2 つの株で概日リズムを示した（図 3.5NO）。このリズムは徐々に減衰したが、5
回のピークが確認できた。それぞれの株で、ZmUBQ1:LUC 導入時のリズム周期は

AtCCA1:LUC 導入時のリズム周期とほぼ同じであった（表 3.2）。 
 ウキクサ（Spirodela polyrhiza）では、7003 株と biwa1 株の両方で AtCCA1:LUC 導入

時の発光変動は減衰する概日リズムを示し、観察できたピークは 3 つだった（図 3.5GH）。

7003 株のリズム周期（25.84 h）は biwa1 株のリズム周期（24.42 h）より約 1.5 h 長かっ

た。ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は、両方の株で減衰する概日リズムを示し、観察で

きたピークは 3 回であった（図 3.5PQ）。biwa1 株では AtCCA1:LUC 導入時と

ZmUBQ1:LUC 導入時のリズム周期はほぼ同じであったが、7003 株では ZmUBQ1:LUC 導

入時の方が約 0.5 h 長かった（表 3.2）。 
 ミジンコウキクサの一種（Wolffia columbiana）7972 株では AtCCA1:LUC 導入時の発

光変動は減衰する概日リズムを示し、4 回のピークが確認できた（図 3.5I）。1 サイクル目

のピーク間隔（約 30 h）は 2、3 サイクル目のピーク間隔（約 20 h、約 22 h）よりも長く、

周期が不安定なリズムであった。この株では ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は明瞭な概

日リズムを示さなかった（図 3.5R）。 
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連続暗条件における概日リズムの比較 

 AtCCA1:LUC と ZmUBQ1:LUC を 9 株のウキクサ植物に導入し、発光変動を連続暗条件

で測定した（図 3.7）。測定開始後 48 h から連続暗条件で測定した以外は、連続明条件での

測定と同様に測定した。AtCCA1:LUC 導入時の発光変動はすべての株で減衰する概日リズ

ムを示し、観察できたピークは 3 回程度だった（図 3.7A-I）。FFT-NLLS 解析の結果、ミジ

ンコウキクサの一種（Wolffia columbiana）7972 株を除くすべての株で、暗条件でのリズ

ムは明条件でのリズムよりも長周期化することが明らかとなった（表 3.3）。しかしながら

前述したように、連続明条件でのミジンコウキクサの一種（Wolffia columbiana）のリズム

は周期が不安定であり、2 サイクル目のピーク間隔（約 20 h）と 3 サイクル目のピーク間

隔（約 22 h）は連続暗条件でのリズム周期（約 24 h）よりも短かった。そのため、今回測

定したウキクサ植物の全株で、明条件に比べ、暗条件でリズムが長周期化したと考えて良

い。この傾向はシロイヌナズナでも報告されている（Dalchau et al. 2011）。 
 ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は、すべての株で、明瞭な概日リズムを示さなかった

（RAE > 0.25、図 3.7J-R、表 3.3）。連続明条件において明瞭な概日リズムを示したヒメウ

キクサにおいても概日リズムが見られなかったことから、ZmUBQ1:LUC 導入時にみられ

る生物発光の概日リズムは光依存的であることが示唆された（図 3.5NO、図 3.7NO）。 

 

 
 
  

種名 株名

AtCCA1:LUC ZmUBQ1:LUC

周期（h） RAEa 周期（h） RAEa

イボウキクサ
(Lemna gibba)

G3 28.42 ± 0.58 0.19 ± 0.003 37.11 ± 7.42 0.46 ± 0.049

p8L 29.71 ± 0.60 0.19 ± 0.006 34.64 ± 3.81 0.35 ± 0.015

アオウキクサ
(Lemna aequinoctialis)

6746 23.97 ± 0.24 0.24 ± 0.010 23.11 ± 0.23 0.33 ± 0.026

Nd 23.59 ± 0.89 0.34 ± 0.008 20.12 ± 0.31 0.37 ± 0.008

ヒメウキクサ
(Landoltia punctata)

NS 25.19 ± 0.97 0.29 ± 0.005 22.84 ± 3.13 0.48 ± 0.010

IS 26.58 ± 0.20 0.29 ± 0.008 33.02 ± 0.53 0.49 ± 0.027

ウキクサ
(Spilodela polyrhiza)

7003 27.54 ± 1.20 0.24 ± 0.008 26.53 ± 0.76 0.26 ± 0.014

biwa1 27.18 ± 0.15 0.23 ± 0.004 28.46 ± 1.21 0.32 ± 0.009

ミジンコウキクサの1種
(Wolffia columbiana)

7972 24.40 ± 0.51 0.23 ± 0.021 23.07 ± 0.21 0.33 ± 0.022

表3.3 連続暗条件での生物発光変動に対するFFT-NLLS解析の結果

Mean ± SEM（n = 4）a Relative Amplitude Error
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図 3.7 連続暗条件における AtCCA1:LUC と ZmUBQ:LUC の発光変動 
AtCCA1:LUC をイボウキクサ G3 株（A）と p8L 株（B）、アオウキクサ 6746 株（C）と Nd 株

（D）、ヒメウキクサ NS 株（E）と IS 株（F）、ウキクサ 7003 株（G）と biwa1 株（H）、ミジ

ンコウキクサ 7972 株（I）に、ZmUBQ:LUC をイボウキクサ G3 株（J）と p8L 株（K）、アオ

ウキクサ 6746 株（L）と Nd 株（M）、ヒメウキクサ NS 株（N）と IS 株（O）、ウキクサ 7003
株（P）と biwa1 株（Q）、ミジンコウキクサ 7972 株（R）に導入し、連続明条件下での生物発

光を測定した。植物は連続明条件で培養されたものを使用し、レポーター導入後すぐに生物発光

の測定を開始した。明暗条件で発光変動を 2 日間測定した後、連続明条件で発光変動を測定し

た。発光データは測定開始後 24-48 時間における最大発光量で割ることにより正規化した。4 回

の測定の平均を黒線、標準誤差を点線で表示した。黒線は暗期、灰線は主観的明期を表す。 
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考察 

ウキクサ植物における概日リズム多様性 

 今回測定した 4 属 5 種 9 株のウキクサ植物は、AtCCA1:LUC 導入時の発光概日リズムに

おいて周期と持続性に多様性を示した。周期は連続明条件で 21.55 から 25.84 h、連続暗条

件で 23.59 から 29.71 h の範囲に分布しており、観察されたピーク数も 1 から 5 回と測定

した株ごとに大きく異なっていた（図 3.5、3.7、表 3.2、3.3）。このことはウキクサ植物間

で概日時計の分子機構が多様化していることを示唆している。同種内での周期の差は最大

で 2 h 程度であり、種間で見られた周期の差よりも小さかった。シロイヌナズナの株間では、

葉の上下運動の周期が 5 時間以上異なることも報告されているため（Michael et al. 2003）、
今後さらに多くのウキクサ植物を対象とした測定においては、種内の株間に今回よりも大

きな周期差がみられる可能性がある。 
 リズムの持続性については、とくにアオウキクサ種内で大きな多様性が見られた。連続

明条件において 6746 株が示した概日リズムは急速に減衰したのに対して、Nd 株のリズム

はよく持続した（図 3.5CD）。一方で、この持続性の違いは連続暗条件では見られなかった

（図 3.7CD）。このような光依存性が見られたことから、2 株の持続性の違いが光シグナル

経路の差異に起因している可能性が考えられる。アオウキクサは短日植物であるが、花芽

形成の限界日長に大きな多型（0-13.5 h）を示し、高緯度の生育する個体ほど限界日長が長

い傾向が報告されている（Yukawa and Takimoto 1976）。日長応答の基盤は概日時計であ

るため、このような日長応答の地域適応は概日時計の多様化と関連がある可能性がある。 
  

明暗条件における日周リズム 

 明暗条件における AtCCA1:LUC 導入時の発光は、今回測定した 9 株全てにおいて朝にピ

ークをもつ明瞭な日周リズムを示した（図 3.5A-I）。このことは昼夜サイクルの中で適切な

時刻に生理現象を制御する機能がウキクサ植物間で保存されていることを示唆している。

しかしながら、Lemna 属の植物は他の属の植物よりもピーク時刻が約 2 時間早かった。今

回解析を行った 4属の中でLemna属の植物のみが孔辺細胞に葉緑体を持たないことが報告

されている（Les et al. 1997）。さらに、Lemna 属のイボウキクサの気孔は、常時開いてお

り開口運動を示さないことが報告されている（Park et al. 1990）。孔辺細胞が動かないこと

でガス交換効率の日内変動がなくなるため、光合成活性や呼吸など代謝の日内変動へ影響

すると考えられる。ショ糖などの代謝物が時計の位相を変化させることが報告されており

（Haydon et al. 2013）、属間にみられる気孔の性質の違いは明暗条件におけるピーク時刻

の違いと関連があるかもしれない。 
 定常条件において、全ての株が明瞭な第１ピークを示したことは重要な点である（図

3.5A-I）。このことは明暗条件における光刺激などの時刻合わせのための情報がなくなって
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も、すべての株が少なくとも 1 日間は時間情報を保持することができることを示している。

概日時計の重要な役割の 1 つが、夜明けの予想であることが報告されている（Dodd et al. 
2014）。今回の解析により、ウキクサ植物の進化の過程において概日リズムの性質は多様化

しているが、1 日後の夜明けを予測する機構は広く保存されていることを示すことができた

と考えている。 
 

構成発現型発光レポーターでみられた概日リズム 

 連続明条件において、構成発現が期待される ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は多くの

株で概日リズムを示した（図 3.5J-R）。同じく構成発現が期待される CaMV35S:LUC 導入

時の発光変動もイボウキクサにおいて、ZmUBQ1:LUC 導入時とよく似た概日リズムを示

した（図 3.6A）。これらのリズムの周期は、各株において AtCCA1:LUC 導入時の発光リズ

ムの周期と相関があったため、内在性の概日時計により生じたリズムだと考えられる（表

3.2）。今回プロモーターとして用いたトウモロコシ UBIQUITIN1 遺伝子はトウモロコシに

おいて構成的に発現していることが報告されている（Christensen et al. 1992）。シロイヌ

ナズナにおいても内在性の UBQUITIN 遺伝子のプロモーター活性はほとんど変動をしめ

さず、遺伝子発現解析においてリファレンス遺伝子として使用されている（Czechowsk et al 
2005）。CaMV35S プロモーターも、構成発現プロモーターとしてよく用いられており、シ

ロイヌナズナの CaMV35S 発光レポーター形質転換体においても、生物発光に概日リズム

は観察されていない（Millar et al. 1992）。そのため、今回の測定で観察された構成発現型

発光レポーター導入時の発光概日リズムは、転写変動以外の機構で生じている可能性があ

る（Kojima et al. 2011、Pal et al. 2013）。生物発光の強度は、細胞内のルシフェラーゼの

タンパク量だけでなく、発光反応における基質の濃度にも依存すると考えられる。今回用

いたホタルルシフェラーゼは、基質であるルシフェリンを ATP 依存的に酸化することで発

光する（Leeuwen et al. 2000）。酸素と ATP は光合成によって産出されるが、これまで多

くの植物で光合成活性が概日時計の制御をうけることが明らかとなっている（Dodd et al. 
2014）。ヒメウキクサ（Landoltia punctata）においても、光化学系Ⅱの D1 タンパクのリ

ン酸化状態が概日時計の制御をうけることが報告されている（Booij-James et al. 2002）。
光合成活性の概日変動により細胞内の酸素や ATP の濃度が変化し、その濃度依存的にルシ

フェラーゼの発光活性が変化することで、今回観察された発光リズムが生成された可能性

がある。構成発現型発光レポーターでみられたリズムが光合成活性の変動に起因するもの

であればリズムの光依存性についても説明できる（図 3.7J-R）。また、発光基質であるルシ

フェリン濃度の細胞内変動も発光活性の変動を生じさせる可能性がある（Scheel et al. 
2001、Patrick et al. 2014）。イボウキクサ（Lemna gibba）においてカリウム吸収量の概

日リズムが報告されているが、この変動は細胞膜における電解質の透過性が概日変動を示

すためだと考えられている（Kondo and Tsudzuki 1978）。ルシフェリンはカリウム塩とし

て培地中に溶解しているが、細胞内のカリウム濃度の取り込み量の概日変動に伴い、細胞
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内へのルシフェリンの取り込みも概日変動を示すのかもしれない。報告されているカリウ

ム吸収のピークは主観的夜明け頃であり、構成発現型発光レポーター導入時の発光に見ら

れた概日リズムにおけるピーク時刻とほぼ同じである。 
 今回観察された主観的夜明けにピークを持つ発光概日リズムがルシフェラーゼの発光活

性変動に起因するものならば、プロモーターによらず全ての発光レポーター導入時に同様

の発光変動が観察される可能性がある。AtCCA1:LUC 導入時の発光変動はピークの位置が

主観的夜明けに近い概日リズムを示したが、このリズムも CCA1 プロモーターの活性を反

映していない可能性がある。しかしながら、パーティクルガンによる発光レポーター導入

時に時計遺伝子の過剰発現や RNAi エフェクタを共導入した解析では、AtCCA1:LUC 導入

時の発光変動のみが変化し、ZmUBQ1:LUC 導入時の発光変動は変化しなかった（Serikawa 
et al. 2008）。このことから、AtCCA1:LUC 導入時の発光変動は CCA1 プロモーターの活

性を反映していると考えられる。また、AtPRR1:LUC 導入時の発光変動が、プロモーター

の発現変動パターンと同じく、夕暮れにピークを持つ発光変動を示したことから、ルシフ

ェラーゼの発光活性に変動があるとしてもその影響はプロモーター活性の概日リズムを隠

すほどは大きくないと考えられる（図 3.6B）。 
 

概日時計機構の多様性研究のモデルとしてのウキクサ植物 

 今回の解析で、ウキクサ植物の概日リズム多様性を明らかとすることができた。このこ

とは、本解析で採用したパーティクルガンによる簡便な発光レポーター導入が、概日時計

の多様性解析のツールとして有用であることを示唆している。これまでシロイヌナズナで

行われてきた概日リズムの多様性解析の多くでは、葉の上下運動リズムや遅延蛍光リズム

などの出力系の概日リズムをマーカーとして利用してきた（Michael et al 2003、Gould et al 
2009）。このような出力系は概日時計以外の制御も受けるため、概日時計の性質を正確に反

映しない可能性がある（Kusakina et al. 2014）。本解析では、パーティクルガンによる簡

便な発光レポーター導入を用いて、概日時計機構の中心である時計遺伝子の発現変動を直

接観察した。さらにパーティクルガンによる遺伝子導入では、発光レポーターが成熟した

表皮細胞か葉肉細胞にしか導入されない（本論文 第 1 章）。このことにより、細胞の種類

の違いや成長による撹乱をうけることなく概日時計の性質を推定できたと考えている

（Fukuda et al. 2007, 2012、Yakir et al 2011）。平らで滑らかなウキクサ植物の形態はパ

ーティクルガンによる遺伝子導入に適している。さらに小型なウキクサ植物は小さなプレ

ート上でも正常に長期間成長できるため、今回の解析のように生物発光自動測定器の利用

が可能である。ウキクサ植物とパーティクルガン法の組み合わせにみられるこれらの特徴

は、概日リズムの種間・種内多様性を解析する上で大きな利点だと考えられる。以上のこ

とから、ウキクサ植物は植物における概日時計機構の多様性や進化の研究の良いモデルに

なると思われる。 
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材料と方法 

植物と培養条件 

 実験に用いたウキクサ植物を図 3.1 に示した。イボウキクサ G3 株とアオウキクサ 6746
株は実験室において維持されていたものを使用した（Miwa et al. 2006）。イボウキクサ p8L
株は G3 株から樹立された純系株（第 8 自殖世代）である。ウキクサ 7003 株とミジンコウ

キクサ 7972 株は Landolt コレクション由来であり、米国 Ibis Biosciences の Todd Michael
博士より分与いただいた。アオウキクサ Nd 株、ヒメウキクサ NS 株、IS 株、ウキクサ biwa1
株は所属研究室で単離された。アオウキクサ Nd 株、ヒメウキクサ NS 株、IS 株は京都で

採集された。Nd 株は単離株より樹立された純系株である（第 7 自殖世代）。ウキクサ biwa1
株は滋賀で採集された。 
 イボウキクサはE培地、それ以外の植物はH培地で培養され維持された。維持培地と異な

る培地で実験を行う場合は、3週間の前培養を行った。E培地はM培地に30 μMのEDTA
（Ethylenediaminetetraacetic acid）を加えたものである（Cleland and Birggs 1969）。M
培地とH培地の組成はHillman (1961)によった。H培地は規定の濃度を半分に希釈したもの

を培養に用いた。NF培地の組成は、2.7 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 1mM KH2PO4, 5 mM 
KNO3, 18 μM MnCl2, 46 μM H3BO3, 0.77 μM ZnSO4, 0.32 μM CuSO4, 0.49 μM MoO3, 
20 μM FeSO4, 50μM Na2EDTAであり、KOHによりpHを5.0に調節したものを使用した。

全ての培地はショ糖を1%加えた上で使用した。 
 植物の培養条件は、培地条件以外は第一章と同様である。 
 

実験に用いたウキクサ植物の種同定 

 所属研究室で単離されたウキクサ植物はまず形態学的特徴から種の同定を試みた（Les et 
al. 1997）。その後、atpF-atpH マーカー配列をシーケンスし、公開されているレファレン

ス配列比較することで種名を確かめた（図 3.1A、Wang et al. 2010）。植物体からの DNA
抽出は Extract-N-Amp Plant PCR Kits （Sigma- Aldrich）により行った。atpF-atpH マ

ーカー配列は、Wang et al. (2010)のプライマーを用いて PCR によって増幅し、GenElute 
PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich)で精製されたものを Applied Biosystems 3130xl 
Genetic Analyser （Applied Bisosystems,）でシーケンスした。 
 

発光レポーターコンストラクト 

 概日発現型発光レポーターとして用いた pUC-AtCCA1:LUC+（AtCCA1:LUC）は第１章、

第２章で用いたものと同じである。 
 同じく概日発現型発光レポーターとして用いた pSP1-AtPRR1:LUC+（AtPRR1:LUC）

は名古屋大学 芹川雅之・三輪久美子博士より分与いただいた（Miwa et al. 2006、Serikawa 
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et al. 2008）。夕方に発現するシロイヌナズナを時計遺伝子である PSEUDO-RESPONSE 
REGULATOR1（PRR1）遺伝子のプロモーター下流にルシフェラーゼが結合している。 
 構成発現型発光レポーターとして用いた pSP1-ZmUBQ1:LUC+（ZmUBQ1:LUC）は名

古屋大学 芹川雅之・三輪久美子博士より分与いただいた（Miwa et al. 2006、Serikawa et 
al. 2008）。トウモロコシの UBQUITIN1 遺伝子のプロモーター下流にルシフェラーゼが結

合している（Christensen et al. 1992）。同じく構成発現型発光レポーターとして用いた

pUC18-CaMV35S:LUC+（CaMV35S:LUC）は第１章で用いたコンストラクトにイントロ

ン配列を追加したものである。イントロン配列はルシフェラーゼの開始コドンから 148bp
下流に挿入されている。イントロン配列は Ohta et al. (1990)を参照。 
 

パーティクルガンによるレポーター導入 

 60 mm シャーレにウキクサ植物を並べ、第２章と同様の方法でレポーターを導入した。

導入後のウキクサは 35 mm シャーレに分けられ、生物発光測定装置にセットされた。シャ

ーレには 0.5 mM のルシフェリンを含む 3 mL の培地を入れた。 
 

生物発光測定装置 

 生物発光の測定は、プレート発光自動測定装置を用いて行った（図 3.2、Miwa et al. 2006）。
この装置では 20 分毎に光電子増倍管（H7360-01 浜松ホトニクス）により 35 mm シャー

レ全体が発する光子数をカウントする。測定装置は人工気象器（NK system 
KCLP-1000I-CT）の中に設置され 25 ℃、約 30 μE m-2 s-1 の昼光色蛍光灯（三菱 OSRAM 
FLR20SD/M）下で稼動した。植物の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(SVO630 朝日分光)を光電子増倍管に装着している。 
 

Fast Fourier transform–nonlinear least squares（FFT-NLLS）法 

 概日リズムの周期は FFT-NLLS 法を用いて推定した。測定開始後 48-168 h のデータを

対象に周期をもとめた。データ解析は 24 時間移動平均を減算することでトレンドを除去し

て行った。FFT-NLLS を行うプログラムは、The Biological Rhythms Analysis software 
system （BRASS, available from http://www. amillar.org）に含まれているものを用いた。 
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第４章  

結論と展望 
 
本研究では、パーティクルガン法によるウキクサ植物への発光レポーター導入技術を基

盤として個体内の細胞の概日リズムを個別に測定する技術を開発した。さらにそれをもと

に、イボウキクサにおいて個体内の個々の細胞が示す概日リズムを解析し、植物の概日時

計システムを細胞レベルから理解することを目指した。 
 第 1 章では、発光レポーターをパーティクルガンでイボウキクサに導入し、高感度カメ

ラでイメージングすることで、個々の細胞由来の発光を分離して測定することに成功した。 
 第 2 章ではイボウキクサにおいて個体内の個々の細胞が示す概日リズムを解析し、植物

における細胞時計の性質を初めて明らかとした。とくに、周期不均一性と周期不安定性を

定量的に解析し、哺乳類であるマウスの細胞時計の性質と似通っていることを明らかとし

た。定常条件では個々の細胞の概日リズムは脱同期を示し、個体内の細胞時計の独立性が

高いことが示唆された。しかしながら、明暗条件において細胞時計の位相は空間パターン

を示し、その挙動が個体上の位置に強く影響を受けることが明らかとなった。このことは

明暗条件では細胞時計の独立性は低くなり、個体レベルの計時システムの一部として統合

される可能性を示唆している。 
 第 3 章ではパーティクルガンによる遺伝子導入の簡便さに注目し、ウキクサ植物にみら

れる個体レベルの概日リズムの多様性について解析を行った。その結果、ウキクサ植物の

概日時計において、昼夜サイクル下で時間情報を保持する機構は保存されているが、その

分子機構はある程度多様化していることが示唆された。 
 
本研究で構築した１細胞発光測定系により、これまで知見の乏しかった植物個体内にお

ける細胞概日時計の基本的性質を明らかにすることができた。また、本研究で発見された

明暗条件下における位相空間パターンは再現よく観察できるため、この空間パターンの形

成機構を解析することで、細胞時計間の相互作用機構の研究を実証的に進めることができ

る。さらに、維管束組織の発達度や個体サイズに大きな多様性があるウキクサ植物全般を

実験に用いることで、個体の構造が細胞時計集団の挙動に与える影響を検証することが可

能になると考えている。 
 
概日時計遺伝子の起源が全く異なる哺乳類と植物において、細胞時計の挙動における基

本的な性質である不均一性と不安定性の程度が似ていることは重要な点だと思われる。第 2
章では、真核生物の進化において、様々な環境に対応するために柔軟な概日時計システム

を獲得する中で、個々の細胞時計の正確性が低くなる可能性について考察した。このこと
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は第 3 章で見出したウキクサ植物における概日リズムの多様性と密接に関わる問題である。

個体の挙動は細胞の挙動を基礎としているが、個体の進化もまた、細胞の性質の変化を基

礎としている。本研究では、ウキクサ植物へのパーティクルガンによる発光レポーター導

入による概日リズム測定系が、測定器を変更するだけで、細胞レベルの解析から生態レベ

ルの解析まで幅広く対応できることを示した。この 2 つの階層は現在の生物学では遠く離

れたものという印象を受けるが、本来は不可分なものである。ウキクサ植物を材料として

この階層をシームレスに行き来できることを示した本研究の意義は大きいと考えている。

今後この技術を発展させ、細胞・組織・個体・生態と様々な階層・スケールで研究を展開

することで、遺伝子の変異に起因する細胞の性質の変化が、どのように個体の振る舞いを

変化させ、多様な環境に適した形質を生み出し、進化へと波及していくのかという、生物

学における本質的な問に答えることが可能になると期待している。 
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