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【背景・目的】 
植物の栄養成⻑から⽣殖成⻑への成⻑相転換である花成は、種の存続の観点から

もっとも重要なイベントであり、その分⼦機構について多くの研究が⾏われてき
た。花成時期の制御は開花時期の制御に直結するとともに、葉や茎といった栄養器
官や果実の成⻑制御にもつながることから、農学の観点からも⾮常に重要である。
シロイヌナズナを⽤いた過去の研究から、維管束の概⽇時計が花成ホルモン（フロ
リゲン）の産⽣を介して季節に応じた花成である光周性花成に関わっていることが
明らかになっている。さらに、先⾏研究により、時計遺伝⼦ TOC1 を維管束特異的
に過剰発現させた 2 種類の形質転換植物では、維管束における概⽇リズムが失われ
ており、光周性も失われていた。しかし、維管束の時計機能の阻害の程度に応じて
ある系統では常に早咲き、もう⼀つの系統では常に遅咲きを⽰し、光周性とは別の
経路も概⽇時計制御であることが明らかになった。 

以上のことから、維管束の時計遺伝⼦の発現を制御することで、花成時期の予測
や⼈為的な花成時期の操作ができると考えられた。そこで本研究では、概⽇時計を
利⽤した花成時期操作の可能性、および、花成時期の予測を⽬的として、以下の研
究を⾏ったについて検証した。 
 
【結果・考察】 
第 1章 化合物投与による概日時計を介した花成時期操作 

花成時期操作の可能性を検証するため、概⽇リズムの減衰（先⾏研究）、および、
フロリゲンをコードする FT 遺伝⼦の発現を指標としたケミカルスクリーニングを
通じて、概⽇時計を介して花成時期を制御する新規化合物を探索した。その結果、
花成時期を遅延させる化合物として、葉酸の⽣合成阻害剤であるスルファニルアミ
ドを同定した。スルファニルアミドを投与することにより、FT 発現量が著しく低
下し、花成時期が遅延した。スルファニルアミドに対する花成遅延効果は、ft ⽋損
変異体では⾒られなかったことから、スルファニルアミドは主に FT の転写制御を
介して花成時期を調節することが⽰唆された。次に、スルファニルアミドによる FT
発現量抑制の機序を明らかにするため、スルファニルアミド投与によって発現量が
変化する遺伝⼦を RNA-seq 解析により網羅的に探索した。その結果、スルファニ
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ルアミド投与によって遺伝⼦発現が増加する候補因⼦の⼀つに、概⽇時計の中⼼振
動体であり FT の直接の転写抑制因⼦として機能する LUX が含まれることを⾒い
だした。スルファニルアミド投与下で発現が変動する遺伝⼦群と LUXの直接の標
的遺伝⼦群に有意な重複がみられること、lux ⽋損変異体はスルファニルアミド存
在下で花成遅延の表現型が緩和することなどから、スルファニルアミドは少なくと
も LUX の転写制御を介して FT の発現を抑制することが⽰唆された。最後に、シ
ロイヌナズナと同じアブラナ科の⾷⽤野菜であるルッコラにスルファニルアミド
を投与したところ、シロイヌナズナと同様に花成時期が遅延したことから、スルフ
ァニルアミドによる花成制御が少なくともアブラナ科の植物種においても適⽤可
能であることが期待された。 

以上の結果から、スルファニルアミドが時計遺伝⼦ LUXの発現制御を介して FT
発現量および花成時期を操作することを⽰した。この投与により、アブラナ科であ
るシロイヌナズナおよびルッコラの花成時期を⾮遺伝⼦組換えで操作できること
を⽰した。 
 
第 2章 概日時計を介した花成時期の制御 
第 1章では化合物スクリーニングにより、スルファニルアミドが LUXを介して

花成時期を制御することを⽰した。しかし、明らかにされた経路は FT 遺伝⼦の発
現制御経路の⼀部にすぎず、他にも概⽇時計を介した花成時期の制御経路は存在す
ることが⽰された。実際に、LUX以外にも FT 遺伝⼦の発現制御に関わることが報
告されている概⽇時計遺伝⼦は数多くあるものの、それらがどのような関係にあ
り、最終的な FT 発現制御にどの時計遺伝⼦が真に重要であるのかは不明のままで
あった。こうした状況を整理し、概⽇時計による花成制御メカニズムの全体像を明
らかにするためには、特定の実験条件や特定の遺伝⼦発現ではなく、複数の実験条
件で複数の遺伝⼦発現を調べることが重要だと考えられた。 

これまで、概⽇リズムに関して遺伝⼦発現の再解析は 2007 年に発表された
Diurnalと呼ばれるマイクロアレイのデータベースが主に利⽤されてきた。しかし、
新規のマイクロアレイや RNA-seq データは追加されておらず、最新の知⾒を反映
していないデータベースとなりつつある。 

そこで本研究では、まず、2021 年までに公表された新規のマイクロアレイおよ
び未発表データを含む RNA-seq データを収集し、時系列データの統合プラットフ
ォームを作成し、研究の基盤を整備することにした。新たに作成したデータベース
では、53 種類の時系列データを同時に⽐較できるようにし、遺伝⼦発現パターン
の周期性判定などの解析も可能にした。 

つぎに、このデータベースを利⽤し、FT 発現量をもっとも良く説明できる時計
遺伝⼦の組み合わせを探索したところ、時計遺伝⼦ CCA1 発現量および TOC1 発
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現量の⽐が⾒いだされた。過去の報告においても、TOC1 は COタンパク質の安定
化を介して FT 発現を促進し、CCA1 は FT 発現を直接抑制することが⽰されてい
ることから、CCA1 と TOC1 の遺伝⼦発現量のバランスが FT 発現量および花成
時期を制御すると仮説を⽴て、この可能性を検証した。 

維管束特異的プロモーターで TOC1 を過剰発現させ、CCA1 と TOC1 の遺伝⼦
発現量⽐を⼈為的に変えた形質転換植物では、この⽐と花成時期との間に反⽐例の
関係が⾒られ、CCA1 と TOC1 の遺伝⼦発現量のバランスが花成時期の決定要因
であるとの仮説と⽭盾しない結果を得た。この仮説に関しては、分⼦メカニズムに
関してさらなる検証が必要である。 
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SPL SQUAMOSA PROMOTER-BINDING LIKE 

SUC2 SUCROSE TRANSPORTER 2 

Sultr1;3 Sulfate transporter1;3 
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TEM TEMPRANILLO 
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TOC1 TIMING OF CAB EXPRESSION 1 

TSF TWIN SISTER OF FT 

T6P trehalose-6-phosphate 

w/v weight / volume 

ZT zeitgeber time 

12L/12D 12 h light / 12 h dark 

16L/8D 16 h light / 8 h dark  
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第 1章 化合物投与による概⽇時計を介した花成時期操作 

 
序論 

植物の栄養成⻑相から⽣殖成⻑相への成⻑相転換である花成を適切なタイミング
で誘導することは、種の存続の観点から重要である。また、花成の制御は開花時期の
制御に直結するだけでなく、開花前に発達する葉や茎などの栄養器官や開花後に結実
する果実の成⻑制御にも影響を与えるため、農業の観点からも重要である。このため、
数多くの研究により、花成のシグナル伝達経路は分⼦レベルで明らかにされてきた。
さらに、⾷糧問題を⽬指して、花成時期を制御する⽅法についても数多くの研究が⾏
われてきた。 

こうした⻑年の研究から、花成は、齢やホルモンといった内的な要因と⽇⻑や温度
などの外的な要因によって制御されていることが明らかになった。具体的には、ジベ
レリンに代表される植物ホルモンによる経路をはじめとして、主に SVP 遺伝⼦およ
び FLC 遺伝⼦の発現に集約される温度、春化、⾃律経路、T6P の量に集約される糖、
SPL 遺伝⼦群および miR172/156 の発現に集約される齢、COタンパク質の量に集約さ
れる概⽇時計・光周性花成経路が存在する［Bouché et al., 2016］。これらの経路は、シ
ュート頂メリステムにおいてメリステムの性質を決定する遺伝⼦群の発現を直接的
に、あるいは、葉からシュート頂へと⻑距離輸送される FT 遺伝⼦・TSF 遺伝⼦の発
現制御を介して間接的に発現制御することで花成時期を調節している。 

なかでも、季節変化に伴う⽇⻑変化に応答して花成を制御する光周性花成経路は集
中的に研究されてきた。光周性花成における最初のステップは⽇⻑や明暗の感受であ
る。⽇⻑は温度などの他の環境刺激と⽐べてノイズが極めて低いという特性をもつた
め、植物が正しく季節を認識するための重要な環境情報として利⽤されている。⽇⻑
および明暗の情報は、シロイヌナズナでは、5 分⼦種あるフィトクロム（phytochrome; 

phy）や 2 分⼦種あるクリプトクロム（cryptochrome; cry）、FKF1、ZTL、LKP2 などが
光周性花成に重要な光受容分⼦であるとされている［Casal, 2000; Nagy et al., 2002］。
花成ホルモン（フロリゲン）である FT タンパク質をコードする FT 遺伝⼦とその直
接の制御因⼦で COタンパク質による制御モジュールは光周性の鍵であり、調べられ
たほとんどの植物種で保存されている［Kobayashi et al., 1999］。⼀⽇の中で周期的に
発現する CO mRNA による内的なリズムと、光受容体によって伝えられる外的な明暗
リズムを照らし合わせることで、CO タンパク質の安定性または不安定性を制御し、
これにより FT 遺伝⼦の発現を調節する外的符合モデルは、花成を制御する⼀般的な
モデルとして提唱され受け⼊れられてきた（図 1）。こうしたモデルの中で概⽇時計は
CO mRNA の制御や COタンパク質の安定性の制御など多層的な役割を担っている。 
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図 1｜シロイヌナズナにおける外的符合モデル 
外的符合モデルの概略を⽰した（Sawa et al., 2007 を編集）。概⽇時計の GI および
光で誘導される FKF1 は、⻑⽇条件において複合体を形成し、CO 抑制因⼦である
CDF1タンパク質の抑制を介して CO を抑制する。 
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概⽇時計は地球の⾃転に伴う 24 時間周期の環境変動を予測し、それに適応するた
めの仕組みである。植物を含むほとんどの⽣物種において、概⽇時計は転写と翻訳の
複雑なフィードバックループによって形成されていることが知られている。モデル植
物であるシロイヌナズナでは、約 20 種の時計遺伝⼦のうちほとんどが転写因⼦であ
る。転写因⼦以外では、キナーゼや F-boxタンパク質のように機能が明らかな時計遺
伝⼦が存在する⼀⽅で、GI や ELF3 のように⾜場タンパク質としての機能が予想され
ているものの具体的な機能を予測できるような明確なドメインを持たない時計遺伝
⼦も存在する。 

これらの時計遺伝⼦の中で、夜間から早朝にかけて発現する CCA1 と LHY および
⼣⽅から夜間にかけて発現する TOC1 によって形成されるループは最初期に発⾒され
た転写ループであり、いくつかの修正はあったものの現在も概⽇時計の中⼼であると
理解されている［Jose et al., 2009, 図 2］。他にも、⽇中に発現ピークをもつ PRR5、
PRR7、PRR9 や、それらに遅れて⼣⽅に発現ピークをもち、転写複合体 Evening Complex

（EC）を形成する ELF3、ELF4、LUX などが知られている［Matsushika et al., 2007; Nagel 

and Kay, 2012］。これらの時計遺伝⼦は、他の時計遺伝⼦のプロモーター領域に結合し
てその発現を制御する、転写因⼦としての働きが主である。ほかに、他の時計遺伝⼦
のタンパク質のリン酸化を促進することで、核移⾏の促進や、タンパク質分解の抑制
を⾏なっている［Fujiwara et al., 2008; Kiba et al., 2007］。 
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図 2｜シロイヌナズナにおける概⽇時計のモデル、および、概⽇リズム 
概⽇時計を構成する時計遺伝⼦のうち、主要なものを図⽰した。 

⽮印は促進を、T バーは抑制を⽰す。（Bouché, Lobet et al., 2016 を編集） 
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これまでの研究から、概⽇時計はさまざまな経路で FT 遺伝⼦の発現を制御してい
ることが明らかとなっている。時計関連タンパク質 GI と FKF1 は、CO 抑制因⼦であ
る CDF1 を午後にユビキチン依存的に分解している。PRR9、PRR7、PRR5 は午後に
CDF1 を抑制することにより、CO の発現を促進し FT 遺伝⼦の発現を促進する
［Nakamichi et al., 2007, 図 1］。TOC1 は、COタンパク質の安定化を介して FT 遺伝⼦
の発現を促進し［Hayama et al., 2017］、CCA1 は FTプロモーターに結合して FT 遺伝
⼦の発現を抑制する［Fujiwara et al., 2005］。また、LUX も CCA1 と同様に、FTプロ
モーターに結合して FT 遺伝⼦の発現を抑制することが明らかとなっている［Ezer et 

al., 2017］。EC は GI 発現を抑制し、ELF3 は GI 分解を促進し、ELF4 は COプロモー
ターから GI を除去することでも花成が制御されている［Yu et al., 2008; Kim et al,. 2013; 

Ezer et al., 2017; Park et al., 2019］。 

 このように、時計遺伝⼦はさまざまな⽅法で FT 発現を制御していることから、時
計遺伝⼦の発現を制御することで花成時期を制御できる可能性が考えられている。実
際、cca1 lhy⼆重変異体は短⽇条件下で野⽣型に⽐べて早咲きを⽰し［Fujiwara et al., 

2008］、prr5 prr7 prr9三重変異体は⽇⻑に依存せず著しく遅咲きを⽰す［Nakamichi et 

al., 2007］。また、PRR3-ox は⻑⽇条件下で遅咲きを⽰し［Murakami et al., 2004］、CCA1-

ox や LHY-ox は⽇⻑⾮依存的に遅咲きを⽰すことも報告されている［Lu et al., 2012; 

Mizoguchi et al., 2002］。さらに、トマトでは光シグナル経路に関わる遺伝⼦ EID1 が栽
培化の過程で変異したことで概⽇時計の位相が遅れ、花成が早まっていることが知ら
れている［Müller et al., 2016］。また、時計遺伝⼦の変異によりコムギやオオムギなど
の栽培可能地域が拡⼤したことも明らかにされている[Nakamichi, 2015]。 

⽇⻑制御は古典的ながら今も使われている⽅法であり、⼈為的に⽇⻑を調節するこ
とで花成の誘導や抑制を⾏う。こうした⽇⻑に対する応答性は短⽇植物で特に顕著で
あることが知られており、⻑⽇植物では応答が鈍い傾向にあるほか、栽培品種は選抜
の過程で光周性を失い中性植物になったものも多く存在する。さらに、夜間補光など
を⾏う場合には電気代のコスト負担の⼤きさも問題となる。他にも品種改良および品
種選択もよく利⽤される花成時期の制御⽅法である。しかし、これらの品種を開発し
たり選択したりするためには多⼤な時間や⾦銭が必要となるだけでなく、植物種ごと
に系統を作出する必要性から汎⽤性に⽋けるといった問題点がある。近年では、遺伝
⼦組換えやゲノム編集といった遺伝⼦⼯学的な技術の発展により、系統作出にかかる
時間や⼿間は減りつつあるが可能となったが、これらの技術の社会的な受容はまだ⼗
分ではない［Zhang et al., 2018; Fawzy and Ray, 2017］。 

このように、光周性花成経路を利⽤した⼈為的な花成時期の操作はすでに実現され
ている⼀⽅で、さまざまなコストや社会の受容などの課題も残されており、これらの
問題点を克服した制御⽅法が必要とされていた。 
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当研究室のこれまでの研究から、維管束の概⽇時計が花成時期を制御していること
が⽰されている［Shimizu et al., 2015］。また、後述するように、プロモーター活性の
異なる 2 種類の維管束特異的な SUC2プロモーターと Sultr1;3プロモーター［Truernit 

et al., 1995; Yoshimoto et al., 2003］）の下で時計遺伝⼦ TOC1 を過剰発現させた形質転
換体が作出した結果、SUC2::TOC1-GFP と Sultr1;3::TOC1-GFP の花成時期は⽇⻑に依
存せず、⻑⽇条件でも短⽇条件でもほぼ同じであり、光周性が失われた中性植物であ
った。興味深いことに、これら 2 種類の形質転換植物はどちらも中性植物であるにも
関わらず花成のタイミングが異なっており、SUC2::TOC1-GFP では⽇⻑⾮依存的に常
に早咲きを⽰し、Sultr1;3::TOC1-GFP では⽇⻑⾮依存的に常に遅咲きを⽰す。このこ
とから、維管束の概⽇時計を標的としてその機能を⼈為的に制御することができれば、
花成時期を⾃在に制御できるのではないかと考えられた。 

こうした状況において、化合物による植物の⽣⻑制御は⾮遺伝⼦組換えで広範な植
物種に適⽤できる制御⽅法として有望であると考えられた。農薬（植物成⻑調整剤）
としては、落果防⽌や果実の肥⼤促進を⽬的としたものが実⽤化されている⼀⽅、花
成時期を制御する化合物の実⽤化はそれほど進んでいない。花芽抑制を介した樹勢の
維持を⽬的とした農薬は実⽤化されているものの、ミカンやキンカンなど⼀部の柑橘
類に限られている。また、植物ホルモンであるジベレリンはジベレリン経路を介して
花成を促進し、柑橘類において花成促進効果を持つものの、その効果は不安定である。 

このように、化合物による花成制御は実⽤化が遅れているものの、従来の⽅法に⽐
べて多くの利点があると考えられる。⼀般に農薬は対象作物が指定されてはいるが、
多くの植物種に適⽤可能である例は多く［Ionescu et al., 2017］、また、化合物の投与タ
イミングを調節することで市況や気候に応じて臨機応変に花成時期を制御できる可
能性や⾮遺伝⼦組換え植物として消費者の⼼理的抵抗を和らげることができる可能
性も考えられている。さらに、花成に影響を与える新規化合物の発⾒は、新たな花成
制御メカニズムの発⾒にもつながると考えられた。 

以上のことから、本研究では花成時期の⾃在制御を⽬指し、概⽇時計を標的として
花成を制御する化合物の探索とその作⽤機序の解明を⽬的とした。概⽇時計を介して
制御したい FT 遺伝⼦の発現は、維管束における時計遺伝⼦によって制御されている
が、本研究では、植物個体全体の時計遺伝⼦の発現量を化合物投与により操作するこ
とで、維管束での時計遺伝⼦および FT 遺伝⼦の発現を操作することを試みた。そこ
で、最終的な農業応⽤も踏まえて、植物の培地に直接化合物を投与する⽅法でケミカ
ルスクリーニングを⾏なった。最終的に選びだした化合物スルファニルアミドについ
ては FT 遺伝⼦や概⽇時計遺伝⼦の発現解析、花成表現型の解析、RNA-seq解析を通
じて花成制御効果の定量と作⽤機序の解明をおこなった。  
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材料と⽅法 

シロイヌナズナの播種⽅法と⽣育条件 

本研究ではシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の野⽣型株として Col-0 を⽤い、
形質転換体および変異体も Col-0 を背景とするものを使⽤した。また、ルッコラを⽤
いた実験では Eruca sativa の種⼦（サカタ）を購⼊して使⽤した。これらの種⼦は、
スーパーミックス（FD-A、サカタ）とバーミキュライト（GL、ニッタイ）を 1:1 で混
合した⼟に播種する、あるいは、以下に⽰す⽅法で寒天培地に播種した。 

滅菌前の種⼦に 3 倍希釈したブリーチを加え、15 秒間振盪し、 その後滅菌⽔で 3

回リンスした。滅菌した種⼦は、クリーンベンチ内で 2 倍に希釈した Murashige and 

Skoog培地（0.8% [w/v] agar、0.5% [w/v] sucrose を含む。以下、1/2MS培地と略す）に
無菌的に播種した。播種後の種⼦は 3 ⽇間 4.0°C・暗⿊下においた後、⼈⼯気象器（バ
イオインキュベータ、バイオマルチインキュベータ、⽇本医化器械製作所）内で、
22.0°C、⽩⾊光（60–100 µmol m−2 s−1）照射下で⽣育した。⽣育期間については、以
下に⽰す条件を実験毎に⽤いた。 

(1) RT-PCR による遺伝⼦発現解析：22.0°C、⽩⾊光照射下、16L/8D条件下、あるいは、
12L/12D条件下で 10 ⽇間、あるいは、14 ⽇間⽣育した。 

(2) RNA シークエンスによる遺伝⼦発現解析：22.0°C、⽩⾊光照射下、12L/12D 条件
下で 14 ⽇間⽣育した。 

(3) 葉数測定による花成時期測定：22.0°C、⽩⾊光照射下、16L/8D条件下、あるいは、
12L/12D条件下で、抽苔するまで⽣育した。 

 
化合物投与⽅法 

スクリーニングで使⽤したライブラリには、機能既知の化合物ライブラリ（京都⼤
学ドラッグディスカバリーセンター）を利⽤した。スルファニルアミド、ベナゼプリ
ル塩酸塩、アデノシン、サリチル酸イソアミル、2-フェニルメチル-1H-ベンゾイミダ
ゾール、アデニン、DHF、ヒドロキシウレアは滅菌⽔に溶解させ、ブトコナゾール硝
酸塩は 0.13 M DMSO に溶解させた。植物を培地で育成した実験ではマイクロピペッ
トで培地に投与液を加え、植物をポットで育成した実験ではポットに下に敷いたバッ
トに投与液を加えた。化合物を投与するタイミングについては、以下に⽰す条件を実
験ごとに⽤いた。 

(1) RT-PCR による遺伝⼦発現解析：8 ⽇⽬、あるいは、5 ⽇⽬または 26 ⽇⽬ 

(2) RNA シークエンスによる遺伝⼦発現解析：5 ⽇⽬ 

(3) 培地での花成時期測定：5 ⽇⽬または 26 ⽇⽬ 

(4) ⼟植えでの花成時期測定：シロイヌナズナについては、12 mM スルファニルアミ
ド 500 mL を 5、9、12、16、19、23、26、30、33、37、40、44、47 ⽇⽬に投与した。
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ルッコラについては、1.2 mM スルファニルアミド 500 mL を 5、9、12、16、19、23、
26、30、33 ⽇⽬に投与した。 

 
時計遺伝⼦のプロモーター活性の継時的測定 

培養 7 ⽇⽬の CCA1::LUC の植物個体に、ルシフェリン溶液（2.5% D-luciferin カリ
ウム塩（L8220、Biosynth）、0.005% Triton X-100）20 µL を投与し、培養 8 ⽇⽬の植物
個体全体を寒天培地ごとくり抜き（約 80 µL）、96⽳マルチウェルプレート（96Fマイ
クロウェルブラックポリスチレンプレート、型番 237105、ヌンク）のウェルに移した。
透明なプレートシールで蓋をし、各ウェルの上部に注射針で直径約 1 mm の空気⽳を
開けた。試薬投与前の発光量データを利⽤して植物の成⻑速度を補正する⽬的で、こ
のプレートを⽣物発光測定装置（⾼感度⽣物発光測定装置 CL96 シリーズ、中⽴電機
株式会社）に設置し、発光を 1 ⽇間測定した。測定後、試薬 20 µL を投与し、さらに
発光を 5 ⽇間以上測定した。各タイムポイントの⽣物発光強度を cps として得た。 

 

RT-PCR 

各サンプリング時刻において、植物をエッペンチューブにステンレスビーズ（2粒、
ステンレスビーズ 2 mm、0072037-000、TAITEC）とともに⼊れ、液体窒素で凍結さ
せた。凍結させた試料を融解しないよう液体窒素で冷却しながら、キアゲンミキサ
ミル（MM300、Retsch）を⽤いて周波数 27 Hz で 3 分間粉砕した。RNA抽出キット
（RNeasy Plant mini kit、QIAGEN）で試料から total RNA を抽出し、品質と濃度を
Nano Drop 2000（Thermo Scientific）で確認した。その RNA 1 µg を鋳型として逆転写
酵素（Prime Script RT Reagent Kit With gDNA Eraser、TAKARA）で逆転写し、cDNA

を合成した。最後に、得られた cDNA を超純⽔で 7倍に希釈し、そのうちの 3 µL を
鋳型として、内部標準として IPP2 を⽤いたリアルタイム qPCR（CFX、Bio-Rad）を
⾏った。PCR の後、内部標準遺伝⼦と⽬的遺伝⼦の Ct値から⽬的遺伝⼦の発現量を
定量した。使⽤したプライマーは表 1 に⽰した。 
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表 1｜RT-PCRで⽤いたプライマー 
RT-PCR において⽤いたプライマーの情報を以下に⽰した。 

   

名称 プライマー配列 (5′-3′) 参考⽂献 

IPP2-F GTATGAGTTGCTTCTCCAGCAAAG 
Hazen et al., 2005 

IPP2-R GAGGATGGCTGCAACAAGTGT 

CCA1-F GAGGCTTTATGGTAGAGCATGGCA 
Endo et al., 2014 

CCA1-R TCAGCCTCTTTCTCTACCTTGGAGA 

LUX-F ATCATGGAGCTGGTGGAAATGG 
(本研究で作成) 

LUX-R TGCAATTTGGGACTTTGCGGT 

FT-F CTAGCAACCCTCACCTCCGAGAATA 
Shimizu et al., 2015 

FT-R CTGCCAAGCTGTCGAAACAATATAA 

 

 

RNA-seq解析 

培養 14 ⽇⽬の ZT12（明暗周期条件において明期開始から 12 時間後）の植物から、
RT-PCR と同様の⽅法で、RNA を抽出した。RNA 分析キット（Agilent RNA6000ピコ
キット、Agilent）を⽤いて RIN値を定量することで、得られた RNA の品質と濃度を
評価し、RNA-seq に使⽤できる⾼い品質の RNA であることを確かめた。次に、得ら
れた RNA から、ライブラリ作製キット（NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina 

E7530、NEBNext Multiplex Oligos for Illumina Set4 E7730S、NEBNext Poly(A) mRNA 

Magnetic Isolation Module E7490、NEB）でライブラリを作製し、中部⼤学の鈴⽊孝征
博⼠に依頼して NextSeq 500（Illumina）を⽤いて RNA-seq を⾏った。得られたリード
データは bowtie［Langmad et al., 2009］の設定「--all --best --strata」を⽤いて TAIR10 の
ゲノムデータにマッピングし、発現量を標準化することで［McDermid et al., 2019］、
リファレンス IDごとにコントロールおよびスルファニルアミド（5 µM、50 µM）投
与時の遺伝⼦発現量を得た。Python を⽤いて、リファレンス IDごとの発現量データ
をスプライシングバリアントごとに合算し、TAIR（https://www.arabidopsis.org/）のデ
ータを利⽤して遺伝⼦名と紐付けた。その後、FT 発現の抑制に関わる候補遺伝⼦を
明らかにするため、FLOR-ID（http://www.phytosystems.ulg.ac.be/florid/）[Bouché et al., 

2016］を利⽤して、スルファニルアミドによって発現量が変動した時計遺伝⼦および
花成関連遺伝⼦を選抜した。 
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ウェスタン・ブロッティングによるタンパク質量測定 

発芽後 14 ⽇⽬の ZT12 の芽⽣えに対して、RT-qPCR と同様の⽅法で、植物を液体
窒素で凍結し粉砕した。約 0.5 mL のサンプルを Extraction Buffer（50 mM sodium-

phosphate pH 7.4、 150 mM KCl、10% glycerol、5 mM EGTA、0.1% Triton、0.1% SDS、
0.5% sodium deoxycholate、 50 µM MG-132、2 mM Na3VO4、2 mM NaF、Pierce Protease 

Inhibitor Tablet EDTA-free （Thermo Fisher Scientific） 、1 mM DTT、PhosSTOP （Roche））
で懸濁し、4°C、14,000 rpm で 5 分間遠⼼した。上清を 2x Sample Buffer（100 mM Tris-

HCl (pH 6.8)、4% SDS、20% グリセロール、10% 2-メルカプトエタノール、ブロモフ
ェノールブルー）と混合し、 85°C で 5 分熱変性させた。DC protein assay（Bio-rad）
を⽤いてタンパク質濃度を定量し、その 70 µg を解析に使⽤した。抽出したタンパク
質は 10% SDS-PAGE gel を⽤いて分離し、PVDF メンブレン（Immobilon-Pmembranes、
Millipore）に転写した。GFP抗体（Invitrogen）により GFPタンパク質を検出した。検
出には、SuperSignal West Pico Luminol/Enhanced Solution（Thermo Fisher Scientific）お
よび Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent（GE healthcare）を⽤いて
化学発光させ、LAS4000（Ge healthcare）で撮影した。撮影後の画像は Image Studio Lite 

(LI-COR) を⽤いて定量した。Actin もしくは HSP90 を内部標準とし、それらに対する
GFP シグナルの相対値を算出した。 

 
花成時期測定 

抽苔後、ロゼット葉と茎⽣葉をそれぞれ数え、ロゼット葉と茎⽣葉の総葉数を花成
時期の指標とした［Koornneef et al., 1991］。ルッコラもシロイヌナズナと同じアブラ
ナ科植物であり、ロゼットを形成した後に花成することから、シロイヌナズナと同様
に総葉数を花成時期の指標とした。 
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結果 
 
ケミカルスクリーニングによる化合物選抜の結果 

本研究の先⾏研究において、花成時期に影響する化合物を選抜するケミカルスクリ
ーニングが実施され、京都⼤学医学部ドラッグディスカバリーセンターが所蔵する約
2,500 種の機能既知薬ライブラリの中から最終的に 30 種の候補化合物が得られてい
た［⼩河、2018、修⼠論⽂］。これらの候補化合物は、3段階のスクリーニングによっ
て選抜された。第 1段階のスクリーニングでは、維管束特異的に発現する時計遺伝⼦
ELF4 のプロモーターの下流にルシフェラーゼレポーターを繋いだ形質転換植物
ELF4::LUC に対して化合物投与が⾏われ、化合物投与時に時計遺伝⼦ ELF4 の⽰す概
⽇リズムを変化させる化合物の探索が⾏われた。第 2段階では第１段階と同様のスク
リーニングが再度⾏われ、第 3段階では FT 遺伝⼦の発現量を変化させる化合物の探
索が⾏われ、最終的に 30 種類の候補化合物が選抜されていた。 

そこで本研究では、まず、先⾏研究のスクリーニング結果が再現するかを追試する
こととした。植物個体植物個体候補化合物の中には 1 g あたり 100万円を超える化合
物も含まれていたことから、⼊⼿が⽐較的容易であり、価格も妥当なものを選抜した。
さらに、先⾏研究では花成が早まると想定される化合物と遅延すると想定される化合
物の両⽅がえられていたが、⼀般的に植物は⾮⽣物的ストレスにより花成時期が早ま
る［Xu et al., 2014; Blanvillain et al., 2011］ことを考慮し、ストレス応答による花成促
進の可能性を排除するため、花成が遅延すると想定される化合物として、最終的にス
ルファニルアミド、ベナゼプリル塩酸塩、アデノシン、サリチル酸イソアミル、2-フ
ェニルメチル-1H-ベンゾイミダゾール、アデニン、ブトコナゾール硝酸塩の 7 種類の
候補化合物に着⽬し、解析をおこなった。 

12L/12D条件で 5 ⽇間⽣育した野⽣型に対して、さまざまな濃度でこれら 7 種類の
化合物を投与し、14 ⽇⽬の FT 発現量を RT-PCR によって測定した（図 3）。ブトコナ
ゾール硝酸塩以外の 6 種類の化合物は⽔を溶媒とし、ブトコナゾールは DMSO を溶
媒とした。スルファニルアミド、ベナゼプリル塩酸塩、2-フェニルメチル-1H-ベンゾ
イミダゾール、ブトコナゾールでは濃度依存的な FT 発現量の上昇あるいは低下が⾒
られ、これらの化合物については花成に何らかの影響を及ぼしうる可能性が⽰された。
⼀⽅で、化合物投与によるストレスによって FT 発現量が上昇する可能性も考えられ
ることから、2-フェニルメチル-1H-ベンゾイミダゾールのように濃度依存的な FT 発
現の上昇が⾒られた化合物は避け、濃度依存的な FT 発現量の低下が⾒られた 3 種類
の化合物に着⽬した。なかでも、スルファニルアミドはもっとも強く FT 発現を低下
させたことから、本研究ではスルファニルアミドに注⽬して解析を⾏うこととした。 
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図 3｜7種類化合物の投与後の FT発現量 
12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型に 7 種類の化合物を投与した後、14 ⽇
⽬ ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により測定した。（n = 3、エラーバーは標準誤
差） 
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さらに、スルファニルアミドが FT の 1 ⽇の発現パターンに与える影響を検証する
ため、14 ⽇⽬において 4 時間おきの FT 発現量を測定したところ、コントロールでは
明期の終わりに⾒られる FT の発現ピークが、スルファニルアミド投与によりほぼ消
失することが確認された（図 4A）。さらに、50 µM のスルファニルアミドの投与によ
って野⽣型では花成時期の有意な遅延が⾒られた⼀⽅で（図 4B）、FT の変異体 ft-101

ではそうした花成時期の遅延は⾒られなかった（図 4C）。これらのことから、スルフ
ァニルアミドは FT 遺伝⼦の発現調節を介して花成を制御していることが⽰唆された。 
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図 4｜スルファニルアミド投与後の FT発現量および花成時期 
(A)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
14 ⽇⽬の FT 発現量を RT-PCR により測定した。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 

(B) 12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した
後、花芽形成時の葉数を測定した。⽮じりは蕾を⽰す。（n ≧ 41、*p < 0.05、スル
ファニルアミド⾮投与群をコントロールとしたダネット検定、スケールバーは 1 

cm） 

(C)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 6、スチューデント t 検定） 

(B,C) 箱ひげ図の箱の下端は第⼀、上端は第三四分位数を⽰す（以下同様）。 
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スルファニルアミドによる FT の発現抑制効果の持続性 

これまでの解析により、スルファニルアミドの投与により 14 ⽇⽬の FT 発現量は劇
的に低下していたものの、総葉数は最⼤でも 3枚程度増加するにとどまっており、花
成遅延効果はそれほど顕著ではなかった。これは、過去の研究において、FT 発現量が
野⽣型の約 1/3 程度になる prr9 prr5⼆重変異体での花成時期が、総葉数で約 5枚増加
する［Nakamichi et al., 2007］ことと⽐べても、スルファニルアミドの花成時期遅延効
果は低いものであった。 

スルファニルアミドが属しているサルファ剤は化学的に安定であることが知られ
てはいるものの、スルファニルアミドの花成時期遅延効果が⼩さい原因は、取り込ま
れたスルファニルアミドの代謝や⽣体内での分解によって FT 発現が継続的に抑制さ
れていないことにあると考えた。そこで、スルファニルアミド投与による FT 発現抑
制効果の持続性を評価するために、12L/12D条件下で育成した 5 ⽇⽬の野⽣型に対し
てスルファニルアミドの投与を⾏い、その後 2、3 ⽇ごとに FT 発現量を qPCR で測定
した（図 5）。各測定⽇の FT 発現量は、野⽣型の FT 発現パターンが 12L/12D条件下
でピークを⽰す ZT12 において測定した。 

スルファニルアミドを投与していないコントロールでは、FT 発現量は 1 週間⽬か
ら 26 ⽇⽬までの期間も⼀定程度認められたものの、26 ⽇⽬以降は急上昇し 35 ⽇⽬
まで⾼い発現量が持続した。⼀⽅で、5 ⽇⽬にスルファニルアミドの投与した植物で
は、約 3週間後の 26 ⽇⽬までは FT の発現がほぼ完全に抑制されていたものの、コン
トロールにおいて FT 発現が急上昇する 26 ⽇⽬以降は発現が上昇し、33 ⽇⽬から 35

⽇⽬までは野⽣型と同程度の発現量を⽰した。この結果から、花成の遅延効果が⽐較
的⼩さかった原因は FT 発現を完全に抑制しきれていないことによると考えられた。
そこで、より強⼒に FT 発現を抑制するため、5 ⽇⽬に加えて 26 ⽇⽬にもスルファニ
ルアミドを投与した。その結果、少なくとも 44 ⽇⽬まで FT の発現は強く抑制された
ままであり、こうした FT 発現の抑制に対応して 2回のスルファニルアミドを投与す
ることで花成時期の遅延効果はさらに強まることが確認された（図 6）。 
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図 5｜スルファニルアミド投与後の FT発現量の変化 
12L/12D 条件下で⽣育した 5、26 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した
後、5、7、9、12、14、16、19、21、23、26、28、30、33、35、37、40、42、44 ⽇
⽬の ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により測定した。（n = 3、エラーバーは標準誤
差） 

図 6｜スルファニルアミドを 2回投与した後の花成時期 
(A)12L/12D 条件下で⽣育した 5、26 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与し
た後、花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 15、*p < 0.05、チューキー・クラマー
検定） 

(B)25 ⽇⽬の植物。（スケールバーは 1 cm） 
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次に、2回のスルファニルアミド投与のうち、早い時期と遅い時期のどちらの FT 発
現抑制が重要なのかを明らかにするため、2回に分けた投与タイミングでのスルファ
ニルアミド投与をさまざまに変化させて花成時期を計測した（図 7）。図 5 の⽔投与実
験において FT 発現の誘導が⾒られた 26 ⽇⽬を、本実験でも 2回⽬の投与⽇とし、5

⽇⽬と 26 ⽇⽬に⽔を投与したコントロールでは、図 7 左端に⽰すように花成時期は
葉数では約 13枚となった。このコントロールに対して、1回⽬の投与濃度及び 1回⽬
の投与濃度の合計が 50 µM になるように投与濃度を設定した実験区（図 7 中央に⽰
した 5区）では、1回⽬の投与濃度が 37.5 µM を超過した条件において有意な花成遅
延が⾒られ、1 回⽬の投与濃度が⼗分な 37.5 µM を超えない条件においては 26 ⽇⽬
の投与濃度に関わらず花成時期の抑制は⾒られなかった。また、1回⽬及び 2回⽬の
投与⽇に 50 µM の投与を⾏った条件（合計 100 µM、図 7右端、図 6 に同じ）では、
さらに花成時期が遅れた。これらの結果から、5 ⽇⽬における FT の発現抑制が花成
時期の決定により⼤きな影響を与えることが⽰唆された。また、これまでの実験にお
いて、寒天培地で栽培した植物にスルファニルアミドを投与したときに観察された花
成時期の遅れは、植物個体を⼟植えで栽培した植物にスルファニルアミドで投与して
も、再現良く観察された（図 8）。 
  

図 7｜さまざまな濃度のスルファニルアミドを 2回投与した後の花成時期 
12L/12D 条件下で⽣育した 5、26 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した
後、花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 15、*p < 0.05、スルファニルアミド⾮投
与群をコントロールとしたダネット検定） 
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図 8｜⼟植えでのスルファニルアミド投与後の花成時期 
(A)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
花芽形成時の葉数を測定した。（n = 8、*p < 0.05、スチューデント t 検定） 

(B)48 ⽇⽬の植物。（スケールバーは 1 cm） 
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スルファニルアミドが FT 発現と花成時期に与える効果 

スルファニルアミドは、p-アミノ安息⾹酸が関わる酵素反応の競合阻害により、ジ
ヒドロ葉酸（DHF）の前駆体であるジヒドロプテロイン酸の⽣合成を阻害する［Goh 

and Koren 2008, 図 9］。過去の研究では、DHF あるいはテトラヒドロ葉酸（THF）を
いわゆる葉酸と呼称しているが、THF は冷凍保存が必要な不安定な化合物であるた
め、以下の実験では特に断りのない限り、DHF を葉酸とみなして実験を⾏った。 

10 µM 葉酸投与では花成時期にほとんど影響を与えなかったが、50 µM スルファ
ニルアミドと 10 µM 葉酸の同時投与ではスルファニルアミドの花成抑制効果が⾒ら
れなかった（図 10）ことから、スルファニルアミドが葉酸⽣合成経路で⽣成する DHF

またはその代謝物の⽣成を阻害することにより花成遅延を起こしていることが⽰唆
された。 

また、スルファニルアミドは核酸の⽣合成を阻害する作⽤があることも知られてい
る［Hanson and Gregory, 2011］。スルファニルアミドによる核酸⽣合成の阻害が花成遅
延の原因であるかを評価するために、スルファニルアミドとは異なる作⽤機序を持つ
核酸⽣合成阻害剤であるヒドロキシウレアを植物に投与した。シロイヌナズナで有効
であることが既に⽰されている濃度［Cools et al., 2010］のヒドロキシウレアを投与し
ても、FT の発現や花成時期にはほとんど影響が⾒られず（図 11）、スルファニルアミ
ドの投与による花成遅延は核酸⽣合成の阻害がではないと⽰唆された。 

このようにスルファニルアミドには多⾯的な機能があり、スルファニルアミドによ
って制御される葉酸および核酸の⽣合成経路は植物の代謝に関与している。こうした
ことから、スルファニルアミド投与による影響が種⼦に及んでいないことを確認する
ため、スルファニルアミドを投与した植物から得られた鞘の⼤きさと鞘あたりの種⼦
数、得られた種⼦の発芽率を評価した。コントロールとスルファニルアミドを投与し
た植物の間に有意な差は認められず、少なくとも今回の実験条件においては種⼦形成
には有意な差が⾒られず、花成に表現型が⾒られることが⽰された（図 12）。 
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図 9｜葉酸⽣合成経路とスルファニルアミドの作⽤点 
葉酸⽣合成経路の概要（Hanson and Gregory 2011 を編集） 

図 10｜スルファニルアミドおよび葉酸を投与した後の花成時期 
12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミド、または、葉酸を
投与した後、花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 44、*p < 0.05、チューキー・ク
ラマー検定） 
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図 11｜ヒドロキシウレアを投与した後の FT発現量および花成時期 
(A)12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミド、あるいは、
ヒドロキシウレアを投与した後、14 ⽇⽬ ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により測
定した。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 

(B)12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にヒドロキシウレアを投与した後、
花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 31、*p < 0.05、スルファニルアミド⾮投与群
をコントロールとしたダネット検定） 
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図 12｜スルファニルアミドが収量および発芽率に与える影響 
(A)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
得られた鞘、および、その種⼦収量。（n = 3、エラーバーは標準誤差、スチューデ
ント t 検定、スケールバーは 1 cm） 

(B)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
得られた種⼦、および、その発芽率、育成 4 ⽇⽬の発芽した植物。（n = 3、エラー
バーは標準誤差、スチューデント t 検定、スケールバーは 1 cm） 
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 花成調節経路は、概⽇時計が関与する光周性花成経路を含むいくつかの経路に集約
され、FT の発現を調節している。スルファニルアミドが光周期経路を介して花成を
制御しているかどうかを確かめるために、光周期経路が⼗分に働いている⻑⽇条件
（16L/8D 条件）下で育成した植物と 12L/12D 条件で育成した植物に対してそれぞれ
スルファニルアミドを投与し、花成遅延の影響を調べた。16L/8D条件でも 12L/12D条
件と同様に、スルファニルアミド投与は発育期の FT 発現を抑制したが、50 μM スル
ファニルアミド投与の花成時期への影響は 12L/12D に⽐べて弱かった（図 4、図 5、
図 13）。また、16L/8Dまたは 12L/12D条件で⽣育させた植物の FT 発現に対するスル
ファニルアミドの影響を⽐較したところ、16L/8D および 12L/12D 条件ともに、スル
ファニルアミドは⼣⽅の FT 発現ピークを約 30%低下させ、スルファニルアミドの FT

発現量抑制効果の割合は、⽇⻑に⾮依存的であった（図 14）（two-way ANOVA、スル
ファニルアミド投与と⽇⻑との相互作⽤について p = 0.19 > 0.05）。以上の結果から、
スルファニルアミドが光周性花成経路とは独⽴して花成を調節していることが⽰唆
された。 
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図 13｜スルファニルアミド投与後の花成時期、FT発現量 
(A)16L/8D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 21、*p < 0.05、スルファニルアミド⾮投与群を
コントロールとしたダネット検定、スケールバーは 1 cm ） 

(B)16L/8D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
14 ⽇⽬の 4 時間おきの FT 発現量を RT-PCR により測定した。（n = 3、エラーバーは
標準誤差） 

(C)16L/8D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
5、7、9、12、14、16、19、21、23 ⽇⽬の ZT16 での FT 発現量を RT-PCR により測
定した。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 
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図 14｜スルファニルアミドを投与した後の FT発現量 
12L/12D、あるいは、16L/8D条件下で⽣育した 5⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミ
ドを投与した後、14⽇⽬の ZT12、あるいは、ZT16での FT発現量を RT-PCRによ
り測定した。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 
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時計遺伝⼦および花成関連遺伝⼦の発現解析 

これまでの結果から、スルファニルアミドは FT 発現を抑制し、FT 発現誘導のタイ
ミングを遅らせることで花成時期を遅らせることが⽰された。 

次に、スルファニルアミドを投与した後に、FT 発現がどのように抑制されるかを
明らかにするため、RNA-seq 解析を⾏い、スルファニルアミドによって発現量が 1.2

倍以上、あるいは、0.83 倍以下に変化する 1,796 遺伝⼦を同定した。Gene Ontology

（GO）ターム・エンリッチメント解析の結果、有意に濃縮された遺伝⼦は刺激応答に
関連する GOタームを持つ傾向があることが明らかとなった（表 2）。そこで、花成に
関する機能と FT の発現量の変化の増減の⽅向性が⼀致している遺伝⼦に着⽬した。
発現量が変化した 1,796 遺伝⼦のうち、23 遺伝⼦が FLOR-ID［Bouché et al., 2016］を
持っていた（図 15、表 3）。スルファニルアミド投与によって発現が抑制された花成
促進遺伝⼦または促進された花成抑制遺伝⼦について、この遺伝⼦リストから抜粋し
たところ、7 つの候補遺伝⼦が得られた。次に、7 つの候補遺伝⼦のうち、スルファ
ニルアミド投与においてもっとも⼤きな発現上昇を⽰した LUX に注⽬した（図 16A）。
LUX は花成や胚軸伸⻑の制御に関わる転写因⼦であり［Lu et al., 2012］、LUX は FT の
プロモーター領域に結合してその発現を抑制している［Ezer et al., 2017］。さらに、lux-

1 変異体は早咲きであり［Helfer et al., 2011］、この表現型は LUX をそのプロモーター
の制御下で発現させるか（pLUX::LUX）、ダイズ（Glycine max）の LUX ホモログを過
剰発現させることで補完することができる［Liew et al., 2017; Silva et al., 2020］。した
がって、スルファニルアミドは LUX を介して部分的に FT を抑制していることが想定
されたため、⼣⽅の LUX の発現ピークがスルファニルアミド投与によって誘導され
ることを確認した（図 16B）。 
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表 2｜スルファニルアミド投与により発現が促進・抑制された遺伝⼦の
GOエンリッチメント解析 
スルファニルアミド投与で発現量が変化した遺伝⼦の上位 10位の GO 
term を⽰した。p値は PANTHER にて Benjamini-Hochberg法により計算
された FDR を⽤いた［Thomas et al., 2003］。 
 

  
p値 アノテーション 
5.41×10-68 Response to stimulus 

1.51×10-63 Cellular process 

4.50×10-57 Response to stress 
1.96×10-52 Response to chemical 

6.12×10-48 Metabolic process 

1.32×10-45 Cellular metabolic process 
5.11×10-44 Response to abiotic stimulus 

5.04×10-43 Response to external stimulus 

5.51×10-36 Response to external biotic stimulus 
4.96×10-36 Response to other organism 

図 15｜スルファニルアミド投与で発現量が変化する遺伝⼦群と花成関連遺伝⼦群
のオーバーラップ 
スルファニルアミド投与で発現量が 20%以上変化する遺伝⼦群と FLOR-ID［Bouché 

et al., 2016］に登録されている花成関連遺伝⼦群のオーバーラップを⽰したベン図。 
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表 3｜スルファニルアミド投与時の発現量が有意に変化する花成関連遺伝⼦ 
スルファニルアミド投与によって発現量が 1.2倍以上、あるいは 0.83倍以下に変化
した遺伝⼦のうち、FLOR-ID を持つ 23 遺伝⼦を、以下に⽰した。 
      
AGI 遺伝⼦名 Fold Change 発現量変化 花成制御 候補遺伝⼦ 
AT2G30140 UGT87A2 3.25322807 Up-regulated Positive No 

AT3G63010 GID1B 2.37374761 Up-regulated Positive No 

AT2G17290 CPK6 1.90185116 Up-regulated Positive No 

AT4G36920 AP2 1.73596384 Up-regulated Negative Yes 

AT1G22770 GI 1.64657956 Up-regulated Positive No 

AT1G32230 RCD1 1.61392339 Up-regulated Negative Yes 

AT4G16280 FCA 1.57508538 Up-regulated Positive No 

AT3G46640 LUX 1.5213511 Up-regulated Negative Yes 

AT1G06040 STO 1.41436625 Up-regulated Positive No 

AT2G43410 FPA 1.35093522 Up-regulated Positive No 

AT4G23100 CAD2 1.3495178 Up-regulated Positive No 

AT3G22380 TIC 1.34503806 Up-regulated Positive Yes 

AT4G00830 LIF2 1.34323868 Up-regulated Negative Yes 

AT5G51820 PGM1 0.79204606 Down-regulated Positive Yes 

AT3G07650 COL9 0.74016134 Down-regulated Negative No 

AT2G19520 FVE 0.73904967 Down-regulated Positive Yes 

AT5G60100 PRR3 0.71866711 Down-regulated Negative No 

AT1G57820 VIM1 0.68272035 Down-regulated Negative No 

AT1G25560 TEM1 0.64856903 Down-regulated Negative No 

AT2G20570 GLK1 0.62963536 Down-regulated Negative No 

AT3G54560 HTA11 0.59686102 Down-regulated Negative No 

AT5G47640 NF-YB2 0.53891764 Down-regulated Positive Yes 

AT5G37260 RVE2 0.53762323 Down-regulated Negative No 
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図 16｜スルファニルアミドを投与した後の LUX発現量 
(A) 12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
14 ⽇⽬ ZT12 でサンプリングし、RNA-seq解析で測定した。（n = 2、エラーバーは標
準誤差、*p < 0.05、チューキー・クラマー検定） 

(B) 12L/12D条件下で⽣育した 8 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、
恒明条件下での 9 ⽇⽬の 4 時間毎の LUX 発現量を RT-PCR で測定した。（n = 3、エ
ラーバーは標準誤差） 
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しかし、スルファニルアミド投与による時計遺伝⼦ LUX の発現促進効果は、mRNA

レベルで 1 ⽇のピークが 1.2〜1.5倍ほどと上昇量は⼩さく、1 ⽇の発現量の上昇量も
また⼩さいことから（図 16）、LUXタンパク質量がそれほど⼤きくは変化していない
可能性が考えられた。そこで、1 ⽇の中で LUX 発現量がトラフを⽰す ZT0 およびピ
ークを⽰す ZT12 において LUX タンパク質量が変化するか検証するため、ウェスタ
ン・ブロッティングにより LUX タンパク質を測定したところ、スルファニルアミド
投与後では LUX タンパク質の定量にばらつきがあり、タンパク質量の⼤きな増加は
⾒られなかったため、LUX は FT 発現に関与するものの、あくまで FT 発現制御の⼀
端にすぎないと考えられた（図 17）。LUX の発現は、もう⼀つの FT 直接制御因⼦で
ある時計タンパク質 CCA1 によって抑制されるため［Niwa et al., 2007; Park et al., 2016］、
スルファニルアミド投与による CCA1 発現を確認した（図 18）。明け⽅にはスルファ
ニルアミドによって CCA1 の発現が抑制されたが、FT がもっとも強く誘導される⼣
⽅頃にはほとんど差が⾒られなかった。さらに、CCA1 と FT の発現量の関係を調べ
るために、cca1-1 と野⽣型 Col-0 のヘテロ接合体の F1世代における両遺伝⼦の発現量
を測定した（図 19）。F1世代における CCA1 の発現量は野⽣型に対して 50％減少した
が、FT の発現量にはほとんど影響がなかった。したがって、スルファニルアミドによ
る FT の抑制は、明け⽅の CCA1 の発現低下だけでは説明できない可能性があり、ス
ルファニルアミド投与の直接的な標的として LUX についてさらなる解析が必要であ
ることが⽰唆された。 

図 17｜スルファニルアミドを投与した後の LUXタンパク質量 
12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の LUX::LUX-GFP in lux-4 にスルファニルアミド
を投与した後、14 ⽇⽬ ZT0 および ZT12 でのα-GFP をウェスタン・ブロッティン
グで測定した。各レーンには 70 µg のタンパク質を投⼊した。（n = 5、エラーバー
は標準誤差） 
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図 18｜スルファニルアミドを投与した後の CCA1発現量 
12L/12D条件下で⽣育した 8 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、恒
明条件下での 9 ⽇⽬の 4 時間毎の CCA1 発現量を RT-PCR で測定した。（n = 3、エ
ラーバーは標準誤差） 

図 19｜cca1変異体の CCA1発現量および FT発現量 
12L/12D 条件下で⽣育した野⽣型、cca1-1 × Col-0 F1世代、cca1-1 変異体につい
て、14 ⽇⽬ ZT0 および ZT12 での CCA1 発現量および FT 発現量を RT-PCR により
測定した。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 
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そこで、野⽣型および lux nox 変異体（CCA1::LUC背景で、LUX およびそのホモロ
グである BROTHER OF LUX ARRHYTHMO（BOA、別名 NOX）を amiRNA によってノ
ックダウン［Nusinow et al., 2011］した系統）における FT 発現抑制に対するスルファ
ニルアミド投与の影響について調べた。LUX のホモログ BOA は RNA-seq による解析
において、スルファニルアミド投与により発現量が 0.76倍に低下しており、花成抑制
遺伝⼦でありながら発現量が低下したことから、スルファニルアミドによる標的遺伝
⼦の候補から棄却されていた。スルファニルアミド投与でも lux nox の FT 発現は抑制
されたが、抑制の程度は野⽣型よりも弱く、スルファニルアミドによる FT 抑制は、
LUX 発現の制御を介して部分的に説明できる可能性が⽰唆された（図 20）。続いて、
LUX の関与を確認するために、lux nox の花成時期に対するスルファニルアミドの影
響を調べた。野⽣型とは異なり、lux nox はスルファニルアミド投与に対してほとんど
感受性がなく、花成時期の遅れは⾒られなかった（図 21）。LUX の重要性をさらに確
認するために、スルファニルアミド投与で発現量が低下した 10 個の遺伝⼦と、以前
の RNA-seqデータセット［Zhang et al., 2019］で明らかとなった 132個の LUX 標的遺
伝⼦とのオーバーラップを検証した（図 22）。2 つの遺伝⼦が両⽅のリストに属し（p 

= 4.7 × 10-4）、スルファニルアミドと LUX が部分的に同じシグナル伝達経路を共有し
ていることが⽰唆された。これらの結果から、LUX はスルファニルアミドによる花成
制御における標的遺伝⼦の⼀つであることが⽰唆された。 
  

図 20｜スルファニルアミドを投与した後の lux変異体の FT発現量 
(A)12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型、あるいは、lux 変異体にスルファニ
ルアミドを投与した後、14 ⽇⽬ ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により測定した。
（n = 3、エラーバーは標準誤差） 

(B)グラフ(A)をもとに、スルファニルアミド 0 µM 投与時の発現量を 1 に補正した。 
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図 21｜スルファニルアミドを投与した後の lux変異体の花成時期 
12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型、あるいは、lux 変異体にスルファニル
アミドを投与した後、花芽形成時の葉数を測定した。（n ≧ 22、*p < 0.05、スルフ
ァニルアミド⾮投与群をコントロールとしたダネット検定） 

図 22｜スルファニルアミド投与で抑制される遺伝⼦群と lux-1 変異体で発現量が
上昇する遺伝⼦群のオーバーラップ 
スルファニルアミド投与で抑制される遺伝⼦群と lux-1 変異体［Zhang et al., 2019］
で発現量が上昇する遺伝⼦群のオーバーラップを⽰したベン図（超帰化分布検定、
p = 4.7 × 10‒2 < 0.05）。 



 - 41 - 

また、スルファニルアミドを投与することで FT 発現の誘導が遅れることから、植
物の幼若期に FT 発現を抑制する花成抑制遺伝⼦ TEM もまた、上記の候補遺伝⼦以外
の候補遺伝⼦と考えられた。TEM1、TEM2 は発達段階初期に強く発現し、FT の発現
を抑制する［Castillejo et al., 2008］。そこで、RNA-seq解析の結果から花成抑制遺伝⼦
TEM1 および TEM2 の発現量を調査したところ、スルファニルアミド投与では両者と
もに発現が抑制されていた（図 23）。また、tem1 tem2 変異体の FT 発現量は、スルフ
ァニルアミドに対して応答性を⽰した（図 24）。以上のことから、スルファニルアミ
ドの標的候補遺伝⼦から TEM は除外された。 

LUX が標的遺伝⼦の⼀つであることが⽰唆された⼀⽅で、別の時計遺伝⼦ CCA1 や
花成抑制遺伝⼦ TEM が標的遺伝⼦候補から外れた（図 17‒19, 図 16‒24）ことから、
概⽇時計、しいては、光周性花成経路が、スルファニルアミドの作⽤機序に関わって
いる可能性を検証する必要が考えられた。そこで、光周性花成経路に関わる花成関連
遺伝⼦ TEM1、TEM2、phyB、ELF3、ELF4 の変異体にスルファニルアミドを投与し、
FT 発現量および花成時期を測定したところ、ほぼ全ての変異体がスルファニルアミ
ドに応答して FT 発現量が低下し、花成時期が遅れた（図 25）。しかし中には逆に elf3

変異体では FT 発現量が上昇したことから、光周性花成経路だけではスルファニルア
ミドの作⽤機序を説明できず、他の経路にも関わっていることが⽰唆された。 
  

図 23｜スルファニルアミド投与後の TEM1、TEM2発現量 
12L/12D条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型にスルファニルアミドを投与した後、14

⽇⽬ ZT12 でサンプリングし、RNA-seq解析で測定した。（n = 2、エラーバーは標
準誤差） 
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図 24｜スルファニルアミドを投与した後の tem変異体の FT発現量 
12L/12D 条件下で⽣育した 5 ⽇⽬の野⽣型、あるいは、tem1 tem2 変異体にスルフ
ァニルアミドを投与した後、14 ⽇⽬ ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により測定し
た。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 

図 25｜光周性花成に関わる代表的な遺伝⼦の変異体の FT発現量および花成時期 
12L/12D 条件下で⽣育した野⽣型、複数の光周性に関わる遺伝⼦の変異体につい
て、14 ⽇⽬ ZT12 での FT 発現量を RT-PCR により、花成時期を葉数により測定し
た。（n = 3、エラーバーは標準誤差） 
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スルファニルアミドによるルッコラの花成時期遅延 

最後に、スルファニルアミドの花成抑制効果が他の植物種でも有効かどうかを検証
した。概⽇時計や花成制御メカニズムは植物に広く保存されており、ルッコラにおい
てこれらの機能を詳細に調べた報告は存在しないものの、ルッコラはシロイヌナズナ
と同じアブラナ科に属することから、スルファニルアミドはシロイヌナズナと同様の
機構で花成を調節している可能性は⾼い。ルッコラ（Eruca sativa）にスルファニルア
ミドを 3、4 ⽇ごとに 1.2 mM の濃度で投与すると、⽣育を阻害することなく予想通り
花成が有意に遅れた（p < 0.05、図 26）。スルファニルアミドの投与操作は 35 ⽇⽬ま
で⾏ったところ、その後植物はコントロール、投与群の順に抽苔した。こうしたこと
から、スルファニルアミドはシロイヌナズナと同様に少なくともアブラナ科の農作物
の花成時期を抑制することができる可能性が⽰唆された。 

 

 

 
  

図 26｜スルファニルアミド投与後のルッコラの花成時期 
(A)12L/12D条件下で⽣育したルッコラに、5 ⽇⽬から 35 ⽇⽬まで 1週間に 2回ず
つ 1.2 mM スルファニルアミドを投与した後、花芽形成時の葉数を測定した。（n = 

6、*p < 0.05、スチューデント t 検定） 

(B)65 ⽇⽬の植物。（スケールバーは 1 cm） 
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考察 
 
スクリーニング結果の評価 

前任者によって花成時期を変化させる候補化合物として 30 種類の化合物が選抜さ
れていた。本研究では、ストレスによって誘導される早咲きによって結果が歪む可能
性を考慮し、FT 発現量を低下させると考えられる化合物の中から、⼊⼿が⽐較的容
易な 7 種類を選び、これを⽤いて再試験を⾏った。前任者が⽰していた結果は再現さ
れる傾向にはあったものの、はっきりしないものもあり、当初予定していたほどには
明確な表現型を⽰す化合物は⾒つからなかった。 

概⽇時計は転写・翻訳のフィードバックループによって制御されているが、実際に
は、全ての時計遺伝⼦が同様に応答するわけではない。例えば、スルファニルアミド
投与後の時計遺伝⼦ PRR7 の発現パターンは、ほとんど影響が⾒られなかった。本研
究においては汎⽤性と明確な概⽇リズムを期待して CCA1:LUC をレポーターとして
使⽤したが、前任者は ELF4:LUC を⽤いており、こうした違いが結果の違いを⽣んだ
可能性がある。また、栽培環境の違いが化合物に対する応答性を変化させた可能性も
考えられる。例えば、光化学系の阻害剤 DCMU は、弱光条件下でのみ概⽇時計の⻑
周期化を引き起こす［Nakamichi, 2021］。 

本研究では、遅咲きになると期待された候補化合物 7 種類の中からスルファニルア
ミドを⾒出したが、FT 発現量を上昇させ早咲きにする化合物や周期⻑を変えること
で光周性花成を制御する化合物などについては未解析である。実際、名古屋⼤学の中
道博⼠は概⽇リズムの周期⻑を短くすることで短⽇条件でも早咲き表現型を⽰す化
合物を報告しており［Uehara et al., 2019］、こうした化合物は他にも存在することが期
待される。前任者のスクリーニングでは 30 種類の候補化合物が得られていることか
ら、解析対象を広げることで新しい化合物を得られる可能性は⼗分に考えられる。 

 

スルファニルアミドを介した花成の制御 

スルファニルアミドは葉酸⽣合成経路の阻害剤であり（図 9）、本研究で観察された
花成時期の遅延は主に葉酸⽣合成阻害によると考えられる。実際、葉酸とスルファニ
ルアミドが同時に存在する条件では、スルファニルアミドによる遅咲き表現は打ち消
されていた（図 10）。葉酸は⼀炭素代謝に不可⽋な補酵素であり、葉酸の転位は核酸、
タンパク質、脂質などの⽣体分⼦の⽣合成やエピジェネティックな制御に不可⽋であ
る。DHF ⽣合成を制御するスルファニルアミドに加え、葉酸⽣合成経路に関わる遺伝
⼦が花成を制御している［Hanson et al., 2011; Puthusseri et al., 2018］。C3植物では、グ
リシンデカルボキシラーゼ複合体／セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ経
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路は、1 炭素単位の主要⽣産経路であり、テトラヒドロ葉酸（THF）が関わるチミジ
ル酸、プリンヌクレオチド、アミノ酸の⽣合成に必要である［Prabhu et al., 1998］。 

シロイヌナズナでは、ジヒドロ葉酸還元酵素-チミジル酸合成酵素（DHFR-TS）の 2

つの機能により THF の⽣合成は触媒される。シロイヌナズナのゲノムには 3 つの
DHFR-TS酵素がコードされており、DHFR-TS3 は DHFR-TS1 と DHFR-TS2 の機能を
抑制することで活性酸素レベルの上昇と花成時期の著しい遅延を引き起こすことか
ら［Gorelova et al., 2017］、THF の蓄積の抑制は花成時期の遅延をもたらすと考えられ
る。また、この結果とは逆に、THF 投与が異所的な FLOWERING WAGENINGEN（FWA）
発現誘導を介して花成を遅らせることも報告されている［Wang et al., 2017］。本研究
では、THF の前駆体である DHF の投与は花成にほとんど影響を与えず、どちらのモ
デルとも異なる結果であった（図 10）。DHF の作⽤機構は、DHFR-TS および THF を
介した花成制御機構とは異なり、かつ、花成時期には影響しないことが考えられた。 

スルファニルアミドの花成に対する作⽤機序を考えるうえで、スルファニルアミド
の標的として知られている核酸やアミノ酸の⽣合成に関わるメチル化経路の可能性
は低いと考えられる。Prabhu らは、本研究で⽤いた濃度と同じ濃度の 50 µM スルフ
ァニルアミドに 96 時間植物をさらし 13炭素核磁気共鳴法（13C NMR）により葉酸⽣
合成経路内の THF に依存したグリシンデカルボキシラーゼ複合体 (GDC) からセリ
ンヒドロキシメチルトランスフェラーゼへの変換量（GDC/SHMT 経路）を観察した
が、GDC/SHMT 経路にはほとんど影響が現れず（コントロールの GDC/SHMT流量に
対し約 90%）、スルファニルアミド投与は THF代謝にほとんど影響を及ぼさないだろ
うことを報告している［Prabhu et al., 1998］。本研究においても、ヒドロキシウレアの
投与は花成時期に影響を与えず、ヒドロキシウレア投与時の花成時期は⽔投与時の花
成時期と違いは⾒られなかった（図 11）。 

また、本研究で観察されたスルファニルアミドの投与による花成時期の遅延効果は、
植物の代謝を顕著に変化させた結果や、何らかのストレスによるものではないと考え
られる。本研究では、シロイヌナズナに対して 50 µM 以下の濃度のスルファニルアミ
ドを異なる条件で投与したが、いずれの投与条件においてもシロイヌナズナの⽣育や
健康に外⾒上の影響は⾒られていない。また、ルッコラに対しても 1.2 mM の濃度の
スルファニルアミドを 2〜4 ⽇おきに計 13回の投与を⾏ったが、ルッコラの⽣育や健
康に外⾒上の影響は⾒られなかった。ただし、シロイヌナズナにおいて 50 µM を超え
る濃度では、顕著な⽣育阻害や枯死が観察されている。こうした⾼濃度のスルファニ
ルアミド存在下では、これまでに報告されてきたような葉酸⽣合成の過剰な抑制や代
謝への影響を免れえず、⽣育阻害が⽣じたと考えられる。 

⼀⽅で、葉酸（ビタミン B9）が含まれるビタミン B 群には、過剰である場合や⽋
乏した場合に花成時期が変化するものがある［Hanson et al., 2016］。たとえば、ニコチ
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ンアミド（ビタミン B3）の過剰投与による花成促進［Mombaerts et al., 2019］、ピリド
キシン塩酸塩（ビタミン B6）が⽋乏した変異体での花成抑制［Wagner et al., 2006］が
報告されている。今後、スルファニルアミド投与で植物体内の葉酸の変化量を測定す
るほか、スルファニルアミドと他のビタミン量を制御する化合物の同時投与が花成時
期を制御できるかを試すことは有⽤だと考えられる。 

 
スルファニルアミドの標的遺伝⼦としての時計遺伝⼦ LUX 

本研究では、スルファニルアミド投与による FT 発現抑制効果および花成時期遅延
効果は、lux nox 変異体ではかなり低く、スルファニルアミドの作⽤機構が LUX で部
分的に説明できる可能性を⽰した。さらに、植物の幼若期に FT 発現を抑制する TEM1、
TEM2 がスルファニルアミドの標的候補遺伝⼦から外された。これに対し、LUX は植
物の発達段階を通して発現している時計遺伝⼦であることから、スルファニルアミド
による花成遅延効果は、植物の発達段階に関係なく、複数回にわたる投与によって継
続できると予想される。 

しかし、lux nox 変異体においてもスルファニルアミドが FT の発現をある程度抑制
することから、他の制御標的遺伝⼦の存在も⽰唆された。本研究では、スルファニル
アミド投与によって発現が増加する花成抑制因⼦ APETALA2（AP2）、RADICAL-

INDUCED CELL DEATH1（RCD1）、LUX、LHP1-INTERACTING FACTOR2 （LIF2）、お
よ び ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド 投 与 に よ っ て 発 現 が 抑 制 さ れ る 花 成誘導因⼦
PHOSPHOGLUCOMUTASE1（PGM1）、FVE、NUCLEAR FACTOR-Y SUBUNIT B2（NF-

YB2）を候補遺伝⼦として検討した。AP2 は花芽メリステムを決定する転写因⼦であ
り、葉における FT誘導の下流で作⽤する［Würschum et al., 2006］。LIF2 と FVE は主
にエピジェネティックな制御により FLOWERING LOCUS C（FLC）を制御している
［Ausín et al., 2004; Latrasse et al., 2011］。FLC の発現はスルファニルアミド投与によ
って変化しなかったが、これらの候補のいずれかが FT の発現に影響を与える可能性
がある。NF-YB2 は⻑⽇条件下の花成を促進する NF-Y/HAP 転写因⼦複合体の構成因
⼦であるが、NF-YB 遺伝⼦の単⼀変異体では花成表現型がほとんど⾒られない
［Kumimoto et al., 2008］ことから、NF-YB2単独ではスルファニルアミド投与の花成
への影響を完全に説明できないことが⽰唆された。RCD1 は発⽣を制御する不活性型
ADP-リボシルトランスフェラーゼであり［Teotia et al., 2009］、PGM1 は糖経路の光合
成炭素フローを制御するホスホグルコムターゼである［Matsoukas et al., 2013］。これ
らの制御因⼦が花成時期にどのような影響を及ぼすかについては、さらなる解析が必
要である。また、本 RNA-seq で同定された時計遺伝⼦ LUX 以外の主要な時計遺伝⼦
である CCA1 は FC0.77、TOC1 は FC1.08 と発現量は⼤きく変化しなかったことから、
概⽇時計全体のシステムによる FT 発現量への影響よりも、時計遺伝⼦ LUX が FT 発
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現を抑制する影響が主であることが⽰唆された。さらに、TEM などの花成関連遺伝⼦
もスルファニルアミドの標的候補遺伝⼦から除外されたが、FLOR-ID に登録されてい
る主要な花成経路に加え、花成は外来・⽣物ストレスによって制御されている［Dezar 

et al., 2011; Takeno, 2016］。たとえば、塩ストレスや乾燥ストレスは、FT の発現を制御
することで花成に影響を与える［Ryu et al., 2013; Takeno, 2016］。また、Fusarium 

oxysporum の感染などの⽣物ストレスも、WRKY型転写因⼦を介して FT を誘導し、
花成を促進する［Lyons et al., 2015］。これらの遺伝⼦は FLOR-ID にすべて登録されて
いるわけではないことから、より幅広いターゲットでの解析により、スルファニルア
ミドが FT の発現や花成を制御するメカニズムについての知⾒が得られると考えられ
る。 

上記の遺伝⼦発現制御以外に、葉酸の化学種 THF はエピジェネティック制御に関
わっている。THF 投与は FLOWERING WAGENINGEN（FWA）発現のエピジェネティ
ックな誘導を介して花成を遅らせる［Wang et al., 2017］。MET1 を介して FWA をシト
シンのメチル化によりサイレンシングする経路が存在し、THF 投与時にはこのサイレ
ンシングが弱まることにより花成遅延が⽣じる。このエピジェネティックな経路はス
ルファニルアミド投与時に影響を受けると考えられたが、本研究の RNA-seq 解析で
は FWA の発現量が⾮常に⼩さく、発現量変化もまた⼩さいために、スルファニルア
ミドの標的候補遺伝⼦とはならなかった。スルファニルアミドの作⽤機序が LUX の
発現制御以外にエピジェネティック制御にも関与している可能性は存在するものの、
本研究では完全に解明することはできなかった。 

 
スルファニルアミドを農業へ応⽤する可能性 

本研究では、スルファニルアミドがアブラナ科であるシロイヌナズナおよびルッコ
ラの花成時期を遅延させることを⽰し（図 26）、少なくともこの科ではスルファニル
アミドが花成を制御している可能性が⽰唆された。シロイヌナズナにおいてはスルフ
ァニルアミドが LUX を介して部分的に花成を制御していることを⽰したが、これま
での研究で、LUX は陸上植物の進化にわたってよく保存された時計遺伝⼦であること
が明らかとなっている［Linde et al., 2017］。LUX ホモログは、シロイヌナズナだけで
なく、エンドウ（Pisum sativum）、オオムギ、コムギ、ダイズでも花成や光周期応答へ
の関与が⽰唆されている［Mizuno et al., 2012; Campoli et al., 2013; Liew et al., 2014］。
LUX ホモログは、特にダイズにおいて光周期感受性と適応に重要な役割を果たしてい
る［Bu et al., 2021; Fang et al., 2021］。ELF3-ELF4-LUX複合体の機能喪失は、いくつか
の品種の花成表現型と関連しており、LUX が作物の花成時期を調節するための潜在的
な標的であることが⽰唆された。スルファニルアミドによる花成調節は、適⽤濃度や
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投与回数に依存すると考えられるので、将来的には天候や市場の状況に応じて開花時
期や収穫時期を変更するために、この⽅法が有⽤となる可能性がある。 
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第 2章 概⽇時計を介した花成時期の制御 

 
序論 

 

前章では、ケミカルスクリーニングを⾏い、概⽇時計を介して花成時期を遅延させ
る化合物として、スルファニルアミドを同定した。また、シロイヌナズナ以外の植物
種、ルッコラ、に対してもスルファニルアミドの投与により、⾮遺伝⼦組換えで花成
時期を操作できることを⽰した。しかし、lux 変異体においてもスルファニルアミド
に対する応答性は完全には消失していなかったことから、他の経路を介しても FT 遺
伝⼦発現を制御していると考えられる。そのため、ケミカルスクリーニングによって、
時計遺伝⼦を始めとした特定の因⼦を制御できたとしても、それ以外の経路による制
御は残り、花成時期を任意に調節するためには背景にある制御メカニズムの全体の理
解が⽋かせない。 

これまで、概⽇リズムの研究は、位相と周期、振幅の 3 種類のリズム特性に着⽬し
て⾏われてきた。たとえば、cca1 lhy⼆重変異体では概⽇時計が短周期化し、花成時
期が早まることが知られている［Green and Tobin, 1999; Strayer et al., 2000］。しかし、
⼀部の時計変異体では概⽇リズムに⼤きな影響が⾒られないにも関わらず、花成時期
が⼤きく変化することが明らかとなっている［Park et al., 2016］。これに対して、当研
究室の過去の研究では、リズム特性とは別に時計遺伝⼦の発現量が花成時期を制御す
る可能性が⽰された。同じ維管束特異的プロモーターでありながら活性が異なる
SUC2 と Sultr1;3 を⽤いて時計遺伝⼦ TOC1 を過剰発現すると、プロモーターの違い
によって花成時期は明らかに異なる傾向を⽰すことが明らかになった［⼩河、修⼠論
⽂、2018］。これら 2 つのプロモーターはどちらも維管束の篩部伴細胞でのみ発現が
認められており［Truernit et al., 1995; Yoshimoto et al., 2003］、主な違いはプロモーター
活性の強弱にあることから、時計遺伝⼦の発現量から花成時期を予測できると考えら
れた。 

しかし、第１章の序論で述べたように、時計遺伝⼦のうち FT 遺伝⼦の発現を制御
する遺伝⼦は複数あることが知られており、時計遺伝⼦どうしのフィードバック等を
含め、これらの経路は複雑であるため、概⽇時計のシステム全体として FT 発現を制
御する仕組みはどのように説明されるかは不明なままであった。たとえば、これまで
の研究では、FT 発現を制御する時計遺伝⼦・時計関連遺伝⼦として、GI、FKF1、PRR9、
PRR7、PRR5、TOC1、CCA1、LUX、ELF3、ELF4 が知られている。これら既知の遺伝
⼦を含め、FT 発現を制御する時計遺伝⼦全てを網羅的に発現解析するためには、⼤
規模な時系列データセットが必要であった。 

これまで、時計遺伝⼦を含むシロイヌナズナの遺伝⼦発現パターンに関する⼤規模
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な解析ツールとして、2007年に発表された Diurnal と呼ばれる時系列のマイクロアレ
イデータの検索サイトを利⽤して遺伝⼦発現の時系列データが盛んに利⽤されてい
る［Mocker et al., 2007］。Diurnalプロジェクトでは、11 種類のマイクロアレイデータ
セットにおける 22,800 遺伝⼦の発現パターンを解析することが可能であり、現在ま
でに 183 報以上のドライ解析でプラットフォームとして利⽤されている。しかし、
2007 年以降の RNA-seq や他のマイクロアレイデータのアップデートは進んでいない
ことや、PHP のバージョンが古くサイトに繋がらないことが問題となっていた。また、
2023年に⼊って、サイトを管理していた Mockler博⼠の不幸が報じられ、サイトの存
続も危ぶまれている。さらに、こうした古いデータセットを⽤いた解析からは、恒明
条件下で周期性を⽰し概⽇時計による制御を受けていると考えられる遺伝⼦は全体
の約 30%であると 2000年に報告されている［Harmer et al., 2000］。しかし、2020年に
は全体の 18%であるとの報告がなされており、違いが⾒られた［Yang et al., 2020］。 

このように、少数の時系列データセットを⽤いて⾏われてきたこれまでの解析だけ
では、概⽇時計による花成制御の全体像を理解できず、最新のデータも組み込んだ統
合的な解析が必要だと考えた。 

そこで本章では、まず、Diurnalプロジェクトにならい、これまでに報告されている
時系列データセットを更新したうえで、それらを統合して⽐較できる新しいデータセ
ットの作成を試み、これを⽤いることで概⽇時計による花成制御メカニズムを明らか
にすることを⽬指した。まず、2021年までに公表された時系列データを含むマイクロ
アレイ 39条件・13 種類、RNA-seq 13条件・7 種類（うち 6条件 1 種類は当研究室の
未発表データ）の合計 53条件・20 種類の時系列データの統合プラットフォームを作
成した。さらに、本プラットフォームの応⽤例として、概⽇リズムを刻む遺伝⼦の同
定を⾏った。次に、これらの情報を⽤いて時計遺伝⼦の発現パターンから FT 遺伝⼦
発現レベルを予測できるかを検証した。 
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材料と⽅法 
 
既存のマイクロアレイデータおよび RNA-seq の再解析 

4 時間以内の間隔で 1 ⽇分以上の時系列データを持つデータセットを GEO (Gene 

Expression Omnibus)と ArrayExpress から収集し、SRP/ERP が付された RNA-seqデータ
についてはウェブサイト RaNA-seq（https://ranaseq.eu/login）で統合した、マイクロア
レイについては各サイトで公開されている補正済みデータを収集した。53 条件の時
系列データのうち、RaNA-seq 上で収集したデータについては DESeq2 で正規化し
（Method: DESeq2、Test: Wald、 pValue cutoff: 0.05、Fit Type: parametric）、TPM を得た
（Expression Data フォルダ内 IDXXvsID38.xlsx）。マイクロアレイについては Time-

series expression.xlsx の Conditions 内のリンク（C 列の GSE から始まるもの等）から
Processed Data などのデータを取得した。（ただし、ID06 は公開されていないため、
GenePix:Ratio of Means (635/532)の値を採⽤した）。 

マイクロアレイと RNA-seq は異なる原理によるトランスクリプトーム解析である
ことからダイナミックレンジが⼤きく異なっており直接の⽐較はできない。そこで、
統合的な解析の実現を⽬指し、遺伝⼦発現の相対的な順序で正規化する Quartile 

Normalization のなかでも Median を利⽤した R パッケージ MBQN (Median Based 

Quartile Normalization)により、プラットフォームを超えた正規化を⾏った。この⽅法
はデータの分布の違いの影響を受けにくい⽅法であることがすでに報告されている
[Brombacher et al., 2020]。統合にあたってはマイクロアレイと RNA-seq で検出された
遺伝⼦セットが異なっていたことから、RNA-seq で検出された遺伝⼦を基本とし、全
てのデータセット（ID06 と ID46 を除く）で検出された遺伝⼦ 25,910 遺伝⼦を対象と
（Integrate_raw.xlsx、マイクロアレイにしかない遺伝⼦は対象外とした）。周期性判定
に関しては、12L/12D条件の野⽣型のデータセットである ID01、ID02、ID14、ID45、
ID46 を⽤い、解析は Metacycle を利⽤した［Gardiner et al., 2021］。解析コードは Rcode.R

に、解析元のファイルと解析結果は Periodism_analysis にまとめた。 

 
シロイヌナズナの播種⽅法と⽣育条件 

播種⽅法と⽣育条件は第 1章で⽰した条件と同じ条件を⽤いた。 

 

RT-PCR 

RT-PCR による遺伝⼦発現解析では第 1章で⽰した⽅法と同じ⽅法を⽤いた。 

 
花成時期 

葉数測定による花成時期測定では第 1章で⽰した⽅法と同じ⽅法を⽤いた。 
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結果 

 
既存のマイクロアレイおよび RNA-seq の再解析 

SRP/ERP が付されたマイクロアレイおよび RNA-seqデータを閲覧できる Webサイ
ト RaNA-seq において、概⽇時計に関する研究を⽬的としたデータセットを収集した
ところ、53条件・20プロジェクトの時系列データが得られた（表 4）。53条件のマイ
クロアレイおよび RNA-seq データでは、検出された遺伝⼦数が異なるため、53 条件
のうち 51 条件以上で検出された核コードの遺伝⼦を対象とし、この基準を満たさな
い遺伝⼦は解析から外した。最終的に 25,910 遺伝⼦の発現量を新規プラットフォー
ムに採⽤することとした。次に、これら 53 条件のデータセットで検出された遺伝⼦
発現量を正規化し互いに⽐較できるようにするため、R パッケージ MBQN を⽤いた
正規化を⾏った。この⽅法では、分位数（発現量の順序）を基準にするとともに、全
遺伝⼦の発現の平均と中央値も参照して、正規化を⾏っており、それぞれのデータセ
ットの遺伝⼦発現量をおおよそ揃えることができる（図 27）。 

こうした補正によって、条件間の遺伝⼦発現量が揃うことを確認するため、概⽇時
計を構成する主要な 16 種類の時計遺伝⼦あるいは明確に時計制御であることが知ら
れている遺伝⼦（LHY, CCA1, RVE8, TOC1, PRR3, PRR5, PRR7, PRR9, ELF3, ELF4, LUX, 

PIF4, GI, FKF1, JMJ30, CAT3）それぞれについて野⽣型 12L12D、葉のデータである
ID01, 02, 04, 05, 08, 10, 14, 20, 26, 45, 49 のうち、Time0, 4, 8, 12, 16, 20 を持つ ID01, 02, 

05, 08, 10, 14, 26, 45, 49 の全遺伝⼦の変動係数（標準偏差を平均値で除した値）を算出
したところ、ほぼ全ての時計遺伝⼦発現量の変動係数が MBQN による正規化によっ
て⼩さくなっており（図 28）、発現量の補正効果が確認された。以上のことから、MBQN

による正規化後のデータを⽤いて、以降の解析をおこなった。 
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表 4｜新規プラットフォームに使⽤したデータセット 
新規プラットフォーム作成に使⽤した 53個のデータセットの概要を以下に⽰した。
データソースは、GEO accession、Array Express、SRA、ENA から 1 つ選んで掲載し
た。各データセットの更なる詳細は、後述の Web サイトに掲載されている
（https://scientist.xsrv.jp）。 
      
⽇付 ソース 掲載雑誌 データセット ID Ecotype Genotype 

2005/2/16 E-NASC-49 Boyes et al., 
2001 ID01_LD Col-0 WT 

2005/12/1 GSE3416 Bläsing et al., 
2005 ID02_LD Col-0 WT 

2005/12/1 GSE3424 - ID03_LD_pgm Col-0 

phosphogl
ucomutase 
(pgm) 
mutant 

2007/1/8 GSE5612 - ID04_LDLL Col-0 WT 

2007/7/15 GSE8365 
Convington 
and Harmer, 
2007 

ID05_LDLL Col-0 CCR2::L
UC 

2007/9/18 E-TABM-
331 

Dodd et al., 
2007 ID06_LDLL Col-0 WT 

2008/1/18 E-MEXP-
1304 

Michael et 
al., 2008a 

ID07_DD(22/12C)DD Col-0 WT 
ID08_LD_22/12C Col-0 WT 
ID09_LL_22/12C Col-0 WT 
ID10_LD(22/12C)LL Col-0 WT 
ID11_LL(22/12C)LL Col-0 WT 
ID12_Longday Ler WT 
ID13_Shortday Ler WT 

2008/10/1
7 

E-MEXP-
1299 

Michael et 
al., 2008b 

ID14_LD Col-0 WT 
ID15_Shortday Col-0 WT 
ID16_Shortday_Ler Ler WT 
ID17_LD_lux Col-0 lux-2 
ID18_Shortday_phyB Col-0 phyB-9 
ID19_Shortday_lhy Ler lhy 

2009/12/1
0 GSE19271 Dalchau et 

al., 2010 

ID20_LDLL C24 WT 
ID21_LDLL_Nicotina
mide C24 WT 

ID22_LDLL_toc1 C24 toc1-1 

2010/12/1
0 

E-MEXP-
2526 

Epinoza et 
al., 2010 

ID23_Longday Col-0 WT 
ID24_Longday_4C Col-0 WT 
ID25_LongdayLL Col-0 WT 

2012/12/2
0 GSE37278 Hsu and 

Harmer, 2012 
ID26_LDLL Col-0 WT 
ID27_LDLL_rev8 Col-0 rve8-1 

2013/8/2 GSE43865 Rugnone et 
al., 2013 

ID28_Longday Col-0 WT 
ID29_Longday_lnk1 
lnk2 Col-0 lnk1 lnk2 

2014/9/10 GSE50438 Endo et al., 
2014 

ID30_Longday_Whol
e Col-0 WT 
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ID31_Longday_Meso
phyll Col-0 WT 

ID32_Longday_Vascu
lature Col-0 WT 

ID33_Shortday_Whol
e Col-0 WT 

ID34_Shortday_Meso
phyll Col-0 WT 

ID35_Shortday_Vascu
lature Col-0 WT 

2015/6/1 E-MTAB-
4218 

Attaran et al., 
2014 

ID36_Longday + 
Coronatine Col-0 WT 

ID37_Longday + 
Mock Col-0 WT 

2015/10/6 SRP064782 Takahashi et 
al., 2015 

ID38_LDLL_Shootap
ex Col-0 WT 

2017/11/9 - Ogawa, 
unpublished 

ID39_Longday_Col Col-0 WT 
ID40_Shortday_Col Col-0 WT 
ID41_Longday_SUC-
TG Col-0 SUC2::TO

C1-GFP 
ID42_Shortday_SUC-
TG Col-0 SUC2::TO

C1-GFP 

ID43_Longday_Sultr-
TG Col-0 

Sultr1;3::
TOC1-
GFP 

ID44_Shortday_Sultr-
TG Col-0 

Sultr1;3::
TOC1-
GFP 

2018/12/6 GSE115583 Cortijo et al., 
2019 ID45_LD Col-0 WT 

2019/8/11 SRP089899 Lin et al., 
2021 ID46_LD Col-0 WT 

2020/1/14 GSE137732 Yang et al., 
2020 ID47_LongdayLL Col-0 WT 

2020/4/2 E-MTAB-
7933 

Romanowski 
et al., 2020 ID48_Longday Col-0 WT 

2020/6/2 GSE124003 Chung et al., 
2020 

ID49_LDLL Col-0 WT 
ID50_Longday_17C Col-0 WT 
ID51_Longday_17/27
C Col-0 WT 

ID52_Longday_pif7_
17C Col-0 pif7-1 

ID53_Longday_pif7_
17/27C Col-0 pif7-1 
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図 27｜MBQNによる補正前後における、各データセットの遺伝⼦発現レベル 
MBQN による補正前(A)および補正後(B)の、各データセットにおける遺伝⼦発現レ
ベルを⽰した。 

図 28｜MBQNによる補正前後における、時計遺伝⼦の発現量のばらつき 
MBQN による補正前後の、時計遺伝⼦の発現量の変動係数を⽰した。 
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 次に、解析対象とした 25,910 遺伝⼦について、恒明条件下で発現パターンに周期性
を⽰す遺伝⼦を解析した。これまでにも概⽇時計によって制御される遺伝⼦について
は繰り返し解析されてきたが、複数のトランスクリプトーム解析の結果を通じて安定
して振動する遺伝⼦についての情報は無い。53 条件のうち、12L12D（恒明条件、明
暗条件を問わず）の 2 ⽇分の野⽣型データセットある ID04, 05, 08, 10, 20, 26, 38, 49 に
ついてデータを平均し、これをもとに周期性を判定した。平均に際して、全てのデー
タが同じ間隔である⽅が周期性の判定精度が⾼まることから、Time0, 4, 8, 12, 16, 20, 
24 になるように ID04 と ID20 については線形補間し、該当する時刻の数値を採⽤し
た（そのため、ID04 と ID20 は Time0 を持たない）。さらに、発現データの⽋落が⾒
られる 1,479 遺伝⼦は解析の対象から外した。 

 全遺伝⼦のうち 9,200 遺伝⼦については、ボンフェローニ補正後の q-value が 0.05

より⼩さく（meta2d_BH.Q<0.05）、これを Metacycle で検出した振動遺伝⼦とした。し
かし、この中には、At1g17920 のように明らかに振幅が低く、周期性を持っているか
どうか怪しい遺伝⼦も数多く含まれていた。そこで、より精緻に振動遺伝⼦を絞りこ
むために、ピアソンの積率相関係数を⽤いた。⼀周期⽬と⼆周期⽬の相関係数が 1 周
期上記の主要な時計遺伝⼦ 16 種は全て⼀周期⽬と⼆周期⽬の相関係数が 0.8 を超え
ていたことから（min 0.85028,  max0.997934）、相関係数 0.8 以上の遺伝⼦を取ること
で、うまく周期性のある遺伝⼦を抽出できていそうだと判断した。しかし、この基準
だけでは、At4g36570 のように、⼀周期⽬と⼆周期⽬の形は似ているが明らかに発現
量が異なっているような遺伝⼦も含まれてしまう。そこで両⽅の基準を満たす q<0.05

かつ相関係数>0.8 の 4,396 遺伝⼦を振動遺伝⼦と定義した。主要な時計遺伝⼦および
時計制御遺伝⼦ 16 種は全てこの中に含まれていた（図 29）。これらのデータを Web

サ イ ト 上 で 閲 覧 で き る よ う 、 Arabidopsis diel gene expression viewer

（https://scientist.xsrv.jp）を作成・公開した（図 30）。 
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図 29｜新規プラットフォームにて同定した時計制御遺伝⼦数 
新規プラットフォームに採⽤されている 25,910 遺伝⼦のうち、⾃⼰相関などを含
む相関係数が⾼い遺伝⼦、および、MetaCycle により周期性がある遺伝⼦のオーバ
ーラップを⽰した。また、ベン図内の各領域に含まれる代表的な遺伝⼦の発現パタ
ーンを⽰した。 
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図 30｜Arabidopsis diel gene expression viewerの⼀例 
Webサイト Arabidopsis diel gene expression viewer において閲覧できる遺伝⼦の⼀例
として、時計遺伝⼦ CCA1 の発現パターン例（A）、および、遺伝⼦の概要（B）を
⽰した（https://scientist.xsrv.jp）。 
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 概⽇時計はフリーラン時には 24 時間より周期が⻑くなる傾向があり、そのために、
Metacycle に限らず⼀般的にフリーラン時の位相を同定することは困難である。そこ
で 1 時点だけのプロファイルが指し⽰す位相を予測できれば、こうした問題を解決で
き、異なるタイミングで取ったデータをより⾼精度に平均化できると考えた。Ueda et 

al., 2004 で開発された、MolecularTimeTable はサイン波とのフィッティングにより位
相推定を⾏っていたが、これを機械学習を⽤いて⾏うこととした。 

 まず、MBQN によって補正されたデータセットから、先の⽅法で⽰した振動遺伝⼦
のみを解析対象とした。汎⽤性を⾼めるために、0 や NA が 3 つ以上含まれる振動遺
伝⼦は解析対象から省いた結果、2,654 遺伝⼦が残った。また、明暗周期下でのサン
プルについては概⽇時計のリセットが毎⽇かかっているため、位相を⼀意に決定でき
る。こうした Data01, 02, 14, 45 に対しては改めて MetaCycle により位相を算出し、4

つのデータセットでほぼ同じ位相を⽰す遺伝⼦を「安定的な周期性遺伝⼦」として特
徴量とした（993 遺伝⼦）。条件は、最⼤値と最⼩値の差が 4 時間以内、標準偏差が 2h

以内とし、⼩数点付きで推定された位相からもっとも近い整数（0−23bin）を位相と
定義した。幸いにも推定された位相は多少のバラツキはあるもののほぼ全ての時刻に
分散していたことから、この後の機械学習の教師データにおけるバイアスは考えなく
ても良いと判断した（図 31A）。 

MolecularTimetable におけるアイデアに⾒られるように、位相推定においては、ある
遺伝⼦の絶対発現量というよりは他の遺伝⼦との相対的な発現量⽐や発現量のラン
クが重要だと予想される。そこで位相推定のための特徴量として、以下の 8 種類計 2，
274 の特徴量を⽣成した。なお、発現量を常⽤対数変換することによって、分布が正
規分布に近くなり、機械学習に適したデータセットになることが経験的に知られてい
る（図 31B、図 31C）。 

 

常⽤対数変換（log） 

→ 対数化することで発現量の分布を正規分布に近づける（log10_requirement.xlsx） 

発現量ランク（rank） 

binごとの平均発現量（bin_log_mean） 

binごとの平均ランク(bin_rank_mean) 

binごとの平均発現量の差(bin_log_diff) 

binごとのランクの差(bin_rank_diff) 

binごとの平均発現量の⽐(bin_log_ratio) 

binごとの平均発現量の⽐(bin_log_ratio) 

 

野⽣型かつ特殊すぎる条件ではないデータセットである、ID1, 2, 14, 15, 3, 8, 12, 
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13, 15, 16, 23, 28, 30, 33, 37, 39, 40, 46, 48, 50, 51 のうち、2割をテストデータとし、残
り 8割のデータは 4 分割してクロスバリデーションを⾏った（図 31D、train:225, 

test:109）。 

Light GBM と勾配ブースティングに基づく機械学習フレームワークと Xgboost、
Random forest のアンサンブル学習により、遺伝⼦発現プロファイルだけから、概⽇
時計が指し⽰す時刻を推定したところ、97.49％の精度が得られ、概ね良さそうな結
果を得ているが、推定精度については特徴量選択など、まだ改善の余地があるた
め、本研究ではここまでとした。 

 

  

図 31｜時計制御遺伝⼦の周期性に関する評価 
(A)時計制御遺伝⼦の実時刻における発現ピークを⽰した。 

(B,C)時計制御遺伝⼦の相対発現量の分布(B)、および、常⽤対数をとったときの分
布(C)。 

(D)時刻推定に利⽤した訓練データ、検証データ、教師データ数を⽰した。 
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FT 発現量を予測する時計遺伝⼦の探索 

次に、作成したデータベースを⽤いて時計遺伝⼦の発現パターンから FT 遺伝⼦発
現レベルを予測できるかを検証した。まず、先⾏研究［⼩河、修⼠論⽂、2018］にお
いて、TOC1 発現量を操作すると花成時期が変化したことから、時計遺伝⼦ TOC1 の
発現量が FT 遺伝⼦の発現量を説明できる可能性が考えられた。そこで、予備実験と
して、時計遺伝⼦ TOC1 の発現量および FT 遺伝⼦の発現量が相関関係にあるか検証
するため、先⾏研究と同様の SUC2::TOC1-GFP、Sultr1;3::TOC1-GFP を約 100ライン
新たに作出し、その T1世代を⽤いて 12L/12D条件下での 14 ⽇⽬ ZT12 の TOC1 発現
量および花成時期の測定を⾏った。ここで⽤いた植物の育成条件は、あらかじめ、野
⽣型、SUC2::TOC1-GFP、Sultr1;3::TOC1-GFP が先⾏研究の結果と同様の花成時期を
⽰すことが確認された（図 32）。しかし、約 100 ラインの TOC1 過剰発現体の TOC1

発現量は花成時期との明らかな相関を⽰さなかった（図 33）。このことから、FT 遺伝
⼦の発現量もまた、花成時期と同様に、TOC1 発現量のみでは説明できないことが予
想されたため、以下では FT 遺伝⼦の発現量を説明する時計遺伝⼦の探索を⾏った。
FT 遺伝⼦の発現量は連続恒明条件下で発散することが知られているため、53 種類の
データセットのうち、実験条件に明暗サイクルを⽤い、4 時間おきのサンプルを含ん
でいる ID50‒53、ID30‒35、ID39‒44 に注⽬した。これら 16個の各時系列データのう
ち、初めのサイクルの 1 時点⽬（ZT0）から 6 時点ぶんを、それぞれ ZT0、ZT4、ZT8、
ZT12、ZT16、ZT20 として抽出した。これら 16個のデータセットそれぞれにおいて 6

時点(ZT0, 4, 8, 12, 16, 20)の FT 発現量の総和を被説明変数として算出し、以降では、
LASSO 回帰により、時計遺伝⼦発現量からなる説明変数を探索することとした。図
32 より少なくとも時計遺伝⼦ TOC1 の発現量は FT 発現量制御に関わることが⽰唆さ
れたことから、ここでは時計遺伝⼦ TOC1 および他の時計遺伝⼦の発現量を組み合わ
せたパラメータが説明変数になると予想した。パラメータサーチの⼿始めとして説明
変数を 1 つに絞ることを考えると、説明変数は TOC1 遺伝⼦発現量および他の時計遺
伝⼦発現量の積、あるいは、⽐が候補として考えられた。過去の研究から、FTプロモ
ーター活性の制御は、時計遺伝⼦および時計制御遺伝⼦のタンパク質が結合すること
によることが知られているため、FT 発現量の制御もまた促進・抑制の 2 つの⽅向性
を持ち、時計遺伝⼦発現量の積よりも⽐によって説明されるだろうと予想した。そこ
で、TOC1 の 6 時点での各発現量、および、他の 19 種類の時計遺伝⼦の 6 時点での各
発現量（19 種類×6 時点=114個の値）に対して、すべての組み合わせの⽐（TOC1 発
現量の値 6個×他の時計遺伝⼦の発現量の値 114個、それぞれを分⼦または分⺟とし
た⽐）を算出し、これらの⽐を説明変数とした（図 34）。Python3 において実⾏した
LASSO回帰において、 16個のデータセットを通じて、被説明変数と強く相関する説
明変数を探索し、説明変数の係数の上位を表 5 にまとめた。LASSO 回帰により変数
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を 1 つに絞ったところ、ZT20 における CCA1/TOC1 がもっとも FT 発現量を強く説明
することが明らかとなった。また、FT 発現量を強く説明する時計遺伝⼦の組み合わ
せにおいて、上位 3位までが、ZT20、ZT0、ZT4 の発現量を⽤いた CCA1/TOC1 であ
った。 

そこで、図 32 において⽤いた TOC1 過剰発現体においても、CCA1/TOC1 発現量⽐
が花成時期とどのような関係にあるかを調べた（図 35）。ここでは FT 発現量と負の
相関関係にある花成時期との⽐較を⾏なったため、横軸に TOC1/CCA1 発現量⽐をプ
ロットしたところ、花成時期とおおよそ反⽐例の関係にあることがわかった。以上の
ことから、16個のマイクロアレイ・RNA-seqデータセット、および、約 100ラインの
TOC1 過剰発現体においては少なくとも CCA1/TOC1 発現量⽐から花成時期を説明で
きる可能性が⽰唆された。 

図 32｜SUC2::TOC1-GFP、および、Sultr1;3::TOC1-GFPの花成時期 
16L/8D条件下、あるいは、8L/16D条件下で⽣育した野⽣型、 SUC2::TOC1-GFP、
および、Sultr1;3::TOC1-GFP について、花成時期を花芽形成時の葉数により測定し
た。（n = 8、エラーバーは標準誤差） 
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図 33｜SUC2::TOC1-GFP、Sultr1;3::TOC1-GFP の T1世代における TOC1 発現
量と花成時期の関係 
12L/12D条件下で⽣育した野⽣型、SUC2::TOC1-GFP、および、Sultr1;3::TOC1-GFP

の T1世代について、14 ⽇⽬ ZT12 での TOC1 発現量を RT-PCR により、花成時期
を花芽形成時の葉数により測定した。 

 

図 34｜LASSO回帰で⽤いた変数 
FT 発現量を強く説明するパラメータを⽰す時計遺伝⼦を探索するために、使⽤し
た等式。16 個のデータセットそれぞれにおいて、被説明変数として、6 時点(ZT0, 

4, 8, 12, 16, 20)の FT 発現量の総和を算出した。また、TOC1 の 6 時点での各発現
量、および、他の 19 種類の時計遺伝⼦の 6 時点での各発現量（19 種類×6 時点=114

個の値）に対して、すべての組み合わせの⽐（TOC1 発現量の値 6個×他の時計遺
伝⼦の発現量の値 114個、それぞれを分⼦または分⺟とした⽐）を算出し、これら
の⽐を説明変数とした。LASSO回帰にて、 16個のデータセットを通じて、被説明
変数と強く相関する説明変数を探索し、説明変数の係数の上位を表 5 にまとめた。 
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表 5｜FT発現量を説明できる時計遺伝⼦発現量とその時刻 
FT 発現量の総和を被説明変数、各時計遺伝⼦と TOC1 の発現量の⽐を説明変
数として、LASSO回帰による解析を⾏い、説明変数の係数の上位 10個の組
み合わせを⽰した。 

  

係数 時計遺伝⼦の組み合わせ 

8.796651 CCA1 (ZT20) / TOC1 (ZT20) 

4.661857 CCA1 (ZT20) / TOC1 (ZT4) 

2.957844 CCA1 (ZT0) / TOC1 (ZT4) 

1.863973 TOC1 (ZT8) / PRR7 (ZT0) 

1.449728 TOC1 (ZT12) / PRR7 (ZT0) 

1.142214 TOC1 (ZT8) / GI (ZT12) 

1.074880 TOC1 (ZT0) / LHY (ZT8) 

0.813570 TOC1 (ZT8) / ELF4 (ZT16) 

0.795516 TOC1 (ZT16) / CCA1 (ZT20) 

0.760046 TOC1 (ZT8) / PRR3 (ZT8) 

図 35｜SUC2::TOC1-GFP、Sultr1;3::TOC1-GFPの T1世代における TOC1/CCA1
発現量⽐と花成時期の関係 
12L/12D条件下で⽣育した野⽣型、SUC2::TOC1-GFP、および、Sultr1;3::TOC1-GFP

の T1世代について、14 ⽇⽬ ZT12 での TOC1、CCA1 発現量を RT-PCR により、花
成時期を花芽形成時の葉数により測定した。 
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考察 
 
遺伝⼦発現パターン解析のための新規プラットフォームの評価 

第 2章においては、概⽇時計に関する研究を⽬的として新たな時系列データのプラ
ットフォームを作った。このプラットフォームで⽤いた 53 種類のデータセットは
Diurnal で利⽤可能なデータセットを全て含んでいるだけでなく、2006 年~2021 年ま
でのデータセットを追加することで、既存の Diurnal プロジェクトの完全な上位互換
と位置付けられる。さらに、クオンタイル正規化の変法である MBQN を⽤いてデー
タを正規化したことで（図 27）、各データセット間での遺伝⼦発現量の中央値、最⼤・
最⼩値はおおよそ同様の値となり、マイクロアレイと RNA-seq のデータを⽐較可能
となった。⼀般にマイクロアレイよりも RNA-seq の⽅が⾼精度であるとされている
が、本研究において複数データを適切に正規化し平均することで、遺伝⼦発現量の変
動係数（データ間のデータのばらつき）はより⼩さくなることが明らかになった。遺
伝⼦発現量は正解データが明らかではないことから、複数のデータを適切に統合する
ことで、より安定した結果につながると期待される（図 28）。こうした、アイデアで
の概⽇時計制御遺伝⼦の探索はこれまでに⾏われておらず、本研究はその先鞭をつけ
た。 

シロイヌナズナにおいて、どれくらいの遺伝⼦が概⽇時計によって制御されている
かは不明なままであった。明暗周期条件下を含む Diurnal で⽤いられているデータセ
ットのいずれかひとつ以上の条件で振動していると判定される遺伝⼦は 90%ほどで
あるが、これは光によって駆動されている遺伝⼦も含まれている。恒明条件下での発
現パターンに周期性がある時計制御遺伝⼦は、約 26,000 遺伝⼦のうち、2000 年代初
頭では約 3 割であると報告されている⼀⽅で、2020 年には 18%と報告されており、
報告によって違いがある［Harmer et al., 2000; Yang et al., 2020］。これは、マイクロア
レイと RNA-seq といった解析⽅法の違いだけでなく、データの取得条件や解析条件
の違いによるところも⼤きいと考えられる。 

本研究では、MetaCycle による解析で周期性ありと判定され、かつ、ピアソンの相
関係数が⾼い 4,396 遺伝⼦を時計制御遺伝⼦とした（図 29）。これは、既知の 16 種類
の時計遺伝⼦および時計制御遺伝⼦を全て含んでおり、⾼い精度で時計制御遺伝⼦を
同定できたと考えられる。本研究では解析対象とした 25,910 遺伝⼦中 4,396 遺伝⼦が
振動しており、その割合は 16.94%であった。これは、2020 年の報告での時計制御遺
伝⼦数［Yang et al., 2020］に近く、たかだか全体の 15％〜20％程度が概⽇時計による
制御を受けていると考えられた。この割合は 1/3 とも 1/2 とも⾔われていた数と⽐べ
ると⼤幅に少ない値である。⼀⽅で、マウスの肝臓では 10％ほどの遺伝⼦が概⽇時計
制御であるとされており、これくらいの値が真実なのかもしれない。さらに、マウス
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では肝臓で振動している遺伝⼦と視交叉上核（哺乳類における概⽇時計の中枢）で振
動している遺伝⼦はそれほど重複していないことも知られている。今回の解析では植
物個体全体を⽤いているデータをもとにしており、これは、細胞数から考えると地上
部の葉⾁細胞の概⽇リズムを反映していると考えられる。実際、植物においても組織
ごとに概⽇リズムの特性が異なっていることから［Endo et al., 2014］。⼀⽅で、本研究
では、データの制約もあり、維管束篩部伴細胞でのみ発現している FT 遺伝⼦の発現
量を推定するために、植物個体全体のデータを⽤いて解析を⾏ったにもかかわらず、
予想を⽀持するような結果も得られており、個別の遺伝⼦では多少の概⽇リズムの違
いがあるものの、FT 発現量の予測という点については、組織ごとのデータの違いは
それほど⼤きい差ではない可能性も考えられた。いずれにせよ、組織レベルで同様の
解析を⾏うことで、これらについては答えが出せると期待され、今後の課題である。 

また、時計制御遺伝⼦の内訳として、⽇中や夜間にピークを持つ遺伝⼦に⽐べ、朝
と⼣⽅のように明暗の切り替わるタイミングで発現ピークを持つ遺伝⼦が多かった
（図 31A）。従来の研究で概⽇時計は光受容の経路および温度受容の経路によって制
御されていることが⽰されていたが、本研究においても、時計制御遺伝⼦は、明暗が
切り替わる際に、光受容の経路や、温度変化を受容する経路によって⼤きく制御され
ていることが、改めて⽰唆された。 

 
新規プラットフォームの応⽤可能性 

この新規プラットフォームは、本研究において、周期性判定、フリーラン下での時
刻推定、CCA1 および TOC1 発現量と花成時期の関係を調査するにあたり実際に利⽤
できた。フリーランにより周期⻑を変化されない場合の時刻に関しては（図 29）、更
なる推定精度の向上が必要である。充分な実⽤性を確保することができれば、タイム
ポイントが 1 点しかなく、時系列データでないデータセットであっても、位相を推定
することができる。このことは、第１章において⾏ったケミカルスクリーニングのよ
うな⼤規模解析に応⽤することで、時系列データでないデータセットであってもより
ハイスループットの解析が可能となると期待される。 

現時点では特定の時刻で発現する遺伝⼦を推定できている。Diurnal［Mockler et al., 

2007］に倣い、新規 53 個のデータセットを⽤いてそれらの遺伝⼦で共通するシス配
列を探すことで、既知の Evening Element や CBS などのシス配列に加え、新たに特定
の発現位相をもたらすシス配列を発⾒できる可能性がある。過去の研究では、シス配
列の同定に機械学習を⽤いた例もあり、実際に、機械学習によってトマトの果実成熟
を開始させるシス配列を同定することに成功している［Akagi et al., 2022］ことから、
本プラットフォームでも機械学習を試みる価値がある。 

また、本研究では複数のデータセットに共通して振動する遺伝⼦に注⽬した解析を
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⾏ったが、逆に特定の実験条件でのみ振動を⽰す遺伝⼦に注⽬することもできる。本
プラットフォームに含まれている、特定の組織を単離した条件や、温度・光強度を変
更した条件下でのデータセットを他のデータセットと⽐較することで、組織特異的に
振動する遺伝⼦の解析や、温度・光に依存して振動する遺伝⼦の解析を⾏うことがで
きる。 

最後に、これらの周期性判定やフリーラン下での時刻推定は、今後 Web サイト
Arabidopsis diel gene expression viewer内でツールとして搭載することで、概⽇時計研
究に有⽤になると考えられる。 

 

FT 発現量を予測するパラメータとしての CCA1 発現量と TOC1 発現量の⽐ 

本研究では、CCA1 および TOC1 発現量と花成時期の関係を調査するにあたり、新
規プラットフォームを利⽤した。LASSO回帰では FT 発現量を強く説明するパラメー
タの上位 3位までが時計遺伝⼦の⽐ CCA1/TOC1 であり、次点で 4~5位まで時計遺伝
⼦の⽐ TOC1/PRR7 であった（表 5）。花成時期の説明因⼦として上位 5位までの全て
に TOC1 が登場することは興味深い。 

時計遺伝⼦ TOC1 が FT 発現を制御する経路については、TOC1 が CO タンパク
質の安定化を介して FT 遺伝⼦の発現を制御する経路、および、TOC1 が別の時計遺
伝⼦ CCA1 の発現を抑制することで CO タンパク質を介さずに直接 FT 遺伝⼦の発
現を抑制する経路が知られており［Hayama et al., 2017; Fujiwara et al., 2005］、こうし
た経路が花成時期の制御において重要であることが改めて⽰唆された。また、時計遺
伝⼦ PRR7 が FT 発現を制御する経路については、PRR5、PRR9 とともに、GI の発現
抑制を介して CO を抑制することで、FT 遺伝⼦の発現を促進することが知られてい
る［Nakamichi et al., 2007］。これらの報告をまとめると、花成に対して、TOC1 および
PRR7 はアクセルとして、CCA1 はブレーキとして働いており、今回の LASSO回帰で
⽰唆された上位３つの CCA1/TOC1 の組み合わせはアクセルとブレーキであり、本研
究での仮説と⽭盾しない結果であった。⼀⽅で、TOC1/PRR7 の組み合わせは両⽅とも
にアクセルに相当し、この⽐がどのような意味を持ちうるのかは不明であるが、⽇⻑
変化によって TOC1 の概⽇リズムの位相が変化するのに対して PRR7 の位相はほとん
ど変化しないことから、これが⽇⻑を反映している可能性が考えられる。CCA1 も
PRR7 と同様、⽇⻑によって位相は変化しないことから、時計遺伝⼦の⽐はアクセル
とブレーキの組み合わせだけでなく、⽇⻑の計測にも関わっている可能性もある。 

LASSO 回帰での係数の⼤きさも考慮すると、今後、とくに CCA1 および TOC1 の
組み合わせを詳細に検証する価値があると考えられる。ただし、今回のパラメータサ
ーチにおいては、時計遺伝⼦ TOC1、および、その他の時計遺伝⼦ 19 種類の⽐を単純
に説明変数として利⽤している。図 35 において TOC1/CCA1 発現量⽐が花成時期に対
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し反⽐例的であることから、LASSO回帰により CCA1/TOC1 発現量⽐が説明変数とし
て同定されたことは、結果的に正しかったと考えられる。図 32 より TOC1 発現量を
含むパラメータを説明変数に利⽤することはもっともらしいものの、説明変数の取り
⽅には、さらなる検証が必要である。例えば、説明変数に発現量の⽐ではなく積を説
明変数に採⽤する場合や、それぞれの発現量を指数関数的に変化させた場合、説明変
数を 1 つではなく 2 つに絞る場合（このとき、FT 発現量を説明するパラメータは、
例えば 2 種類の時計遺伝⼦の発現量の和になる）なども検証し、本研究成果の妥当性
を確認する必要がある。 

 各パラメータの時刻に関しては、上位 3位までの発現量⽐の算出に⽤いられた
CCA1 発現量および TOC1 発現量の ZT は、1位から順に、ZT20/ZT20、ZT20/ZT4、
ZT0/ZT4 であり、いずれも夜明け前後の発現量であった。夜明けの TOC1タンパク
質により安定化され蓄積する COタンパク質の量、および、同じ時間帯の CCA1タ
ンパク質の量のバランスにより、FT 発現が制御される可能性が考えられる。しか
し、以上の結果はマイクロアレイ/RNA-seq および RT-PCR の結果から予想されたも
のであり、将来的には CO および CCA1タンパク質をウェスタン・ブロッティング
で測定するといった、タンパク質レベルでの解析が必要である。また、約 100ライ
ンの TOC1 過剰発現体において花成時期と反⽐例した ZT12 での CCA1/TOC1 の発現
量⽐は、マイクロアレイ/RNA-seq での LASSO解析では係数が 0 となり棄却された
ことから、昼間の CO および CCA1タンパク質に関しても、タンパク質レベルでの
解析が必要だと考えられる。  
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