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•  伊藤浩史（九大） 
–  シアノバクテリアの概日リズムの実験研究 
–  興味：生物時計なんでも 
–  研究： 

•  Nat Str Mol Bio (2007)　生化学振動の集団同調 
•  PNAS (2009) 生化学振動の温度変化への同調 

•  郡宏（お茶大） 
–  理論物理学(非線形ダイナミクス) 
–  興味：振動現象や集団挙動一般に興味 
–  研究： 

•  Science(2008) 振動子集団ダイナミクスの制御 
•  Nat commun (2011) 概日リズムの実験研究(郡：数理モデル化
と解析) 

自己紹介 



理論研究のフレームワーク 

生命現象 

数理モデル 

数値計算 

定量生物の会第1,2回杉村石原さんのチュートリアルを改変 

理論解析 

概日リズム、神経発火、 
細胞分裂、などなど 

数式で表現する 

シミュレーション 手で数式を解く 



みんなが重要と気が付いているテーマの周辺は、
既に人が群がっているか、掘りつくされている。
(中略)そんな都合のいいテーマがあったら苦労し
ねーよ？と思いますよね。確かに、そんなテーマ
を自力で見つけると言うのは相当難しそうだ。し
かしですよ、もし宝の地図があったとしたら？ 
そうなんですよ。大きな声では言えないので、
ちょっと近くに寄ってください。実はあるんです、
宝の地図が。生命科学における宝の地図、それは、
「数理モデル」なんですよ。 

ジンクピリチオン近藤滋さん曰く、 

宝の地図はわかりにくく書いてあるもの。 
読むには経験値が必要。 

近藤滋 細胞工学「生命科学の明日はどっちだ？」第6回 

結局、実地トレーニングで、学ぶしかないのでは？ 



•  理論研究を疑似体験してみる(30分) 
– 手拍子の同期をモデル化、理論解析、数値解析す
る 

•  定性的変化のパターンを知る(30分) 
– 興奮-振動の分岐 
– 減衰振動-振動の分岐 

•  メッセージ＋質問（残り時間） 
 

このチュートリアルの内容 

質問 

質問 



理論研究のフレームワーク 

生命現象 

数理モデル 

数値計算 

2008, 2009 杉村石原さんのチュートリアルを改
変 

理論解析 

概日リズム、神経発火、 
細胞分裂、などなど 

数式で表現する 

シミュレーション 手で数式を解く 

手拍子シンクロで実践 



手拍子で実験 



2人の手拍子を考えよう 

時間 



•  ルール0 
自然な（つまり，ここちよい）手拍子の間隔は 
２人とも同じだとして，それを１秒だとする　 

 
•  ルール１ 
相手の手拍子が自分のより先に聞こえれば 
次の手拍子は少し？？する　 

•  ルール２ 
逆に，相手の手拍子が自分より後に聞こえれば 
次の手拍子は少し？？する　 

拍手をシンクロさせるルール 
 

早く 

遅く 



•  ルール１：相手の手拍子が自分のより先に聞こえれば 
次の手拍子は少し早くする 

•  ルール2：逆に，相手の手拍子が自分より後に聞こえれば 
次の手拍子は少し遅くする 

  

ルールをグラフにする 

自分が手拍子と相手の手拍子との時間差 

0 1
2

1次の自分の 
手拍子の間隔 

!
1
2

ルール１ 
（自分が
後） 

0 

ルール2 
（自分が
先） 



数式登場！ 

時間 

 xn

 yn

 xn X さんの n 回目の手拍子の時刻 

 yn Y さんの n 回目の手拍子の時刻 



ルールを数式にする 

Xさんの手拍子とYさんの手拍子との時間差 

0 
1
2

1
Xさんの次の 
手拍子の間隔 

!
1
2

0 
xn+1 ! xn

 yn ! xn

xn+1 ! xn =1+
a
2
sin2! ( yn ! xn )

 a

yn+1 ! yn = 1+
a
2
sin2" (xn ! yn )

モデル完成！ 
（２変数の 
 連立漸化式） 

aは相手にどのく
らい影響を受けや
すいかを表す． 



理論研究のフレームワーク 

生命現象 

数理モデル 

数値計算 理論解析 

概日リズム、神経発火、 
細胞分裂、などなど 

数式で表現する 

シミュレーション 

数式を近似したり解いたりして 
性質を明らかにする。 

手拍子シンクロで実践 



数式を解いてみよう 
xn+1 ! xn = 1+

a
2
sin2" ( yn ! xn )

yn+1 ! yn = 1+
a
2
sin2" (xn ! yn )

 zn = xn ! yn と置く　（二人の手拍子の時間
差） 

辺々ひく
と zn+1 ! zn = !asin2" zn

# zn+1 = zn ! asin2" zn を得る． 

１変数漸化式！ 
簡単に解けそう？ 解けない…　（Ｔ_Ｔ） 



zn+1 ! zn " 2a# zn

zn+1 = zn ! asin2" zn

手拍子の時間差が従う漸化式 

= rzn      r = 1! 2a"( )

  ! zn+1 = rnz1

  
| r |<1 ! lim

n"#
zn = 0 時間がたてば，手拍子がシンクロ 

あきらめないで近似しましょう． 
 
znが小さければ近似できる． 

  y = sin x

 y = x

  sin x ! x
xが小さければ 

線形近似 

線形安定性 



近似しないと？ 

zn+1 = zn ! asin2" zn

少し高度なテクニックを使うとこんなことがわか
ります． 

  (ii) r ! "1 いろんなことが起こりうる．手では解けない
ので，計算機が必要． 

 r = 1! 2a" と置く 

  (i) !1< r <1

ちょうど交互になるタイミングではじめない限り，
シンクロ. 
 

これはつまりaが小さい場合．毎回少し
だけ手拍子のタイミングをずらすことに
相当する． 



理論研究のフレームワーク 

生命現象 

数理モデル 

数値計算 理論解析 

概日リズム、神経発火、 
細胞分裂、などなど 

数式で表現する 

シミュレーション 手で数式を解く 

手拍子シンクロで実践 



計算機で計算する 
z1 = 0.3zn+1 = zn ! asin2" zn

a = 0.1

 n

 zn

初期値(初期条件) 

シンクロした 
 n

a = 0.4

先行したり，おくれたりが，交互に
来る 

指数関数的収束 



カオス登場！ 

a = 0.7

 n

 zn

不規則な運動がずっと続く． 
予測不能．「カオス」と呼ばれる 



いろいろな結合強度で試す 

 a

 zn
  100 ! n ! 200

シンク
ロ 

先と後を交互に
繰り返す カオ

ス 

結合強度 

分岐 
（現象の定性的変化を表す数学用語） 

分岐図 



•  分岐を調べれば、定性的な変化が捉えら
れる 

•  分岐にはいろんなタイプがある 
– 周期倍分岐 
– サドルノード分岐 
– ピッチフォーク分岐 
– 臨界・亜臨界・・・ 

再び理論解析 



•  モデルを少し改変しても結果は保たれるの
か？ 

疑問 



関数形を少し変えてみる 

sin(2! z)+ bsin(4! z + 2.0)
b = 0,  0.02,  0.05,  0.1

  zn+1 = zn ! asin2" zn















•  モデルを多少改変させても、分岐図は定性的に変化しな
いことが多い。 
（つまり分岐のタイプや順番が不変）。 
数学用語で「構造安定」と言う 

•  ※しかし注意！ 
構造安定でない現象もありうる。 
特に、「美しすぎる」モデルは特異な現象を生み出す場
合がある。モデルをちょっと汚して、見えている現象が
構造安定なものかを確かめる必要有り。構造安定でない
現象は「まやかし」と思って忘れるべし。 

メッセージ1 



•  ※さらに注意！ 
分岐点などの「量」は容易に変化する。 
分岐点に限らず、現実とモデルを量的にあわせ
るには、大変な努力が必要（例：天気予報）。
数理モデルは「超定量主義」と「ざっくばらん
定性主義」の両極端で考えるのがよいと思う。 

•  「定性主義」のモデルも、宝の地図になり得る。
結合強度を変えたり、人を増やしたりと、いろ
んな「実験」が手軽にでき、網羅的に現象を探
索したりできる。実験を進める指針になり得る。 

メッセージ２ 



結合強度 

zn

T1 = 1.1,  T2 = 1.0

手拍子周期が違う場合 
T1 = 1.0,  T2 = 1.0



第二部 

•  興奮ー振動の分岐 
•  減衰振動-自励振動の分岐 
 

定性的変化のパターンを知る 



言葉使いの確認 

パラメータ 

変数 

数理モデル 

dx
dt

= a ! bx ! cxy

dy
dt

= d ! ey

例:プロテアーゼ 

変数は人が直接操作することが出来ず、
数理モデルに従って変化する。 
 
パラメータは自然によって定まる定数。
人が外から操作できることもある。 

例えば転写速度   は 温度、転写誘導剤などによってコントロールできる。 

gene X 

gene Y 

x

y

x

y
y

a

d

b

e

c

a



自然の変化は、 
微分方程式や差分方程式で表すと便利 

zn+1 = zn ! asin2" zn差分方程式 

微分方程式 
  
dx
dt

= 3x +5x2 +1

n

z

1 2 3 4 
t

x

漸化式や微分方程式は解けないことも多い。 
微分方程式、差分方程式の方が簡潔に振る舞いを表現できる。 



分岐とは 

パラメータを変えた時に、システムの定性的な変化が見られること。 

熱力学では、類似の現象として相転移という言葉がある。 

水 水蒸気 氷 
分岐点では定性的な変化が見られる 
分岐点を超えない限り、定性的変化は見られない 

0℃ 100℃ 

シンクロする シンクロしない 

温度 

a



分岐理論のキモチ 

分岐点 

この辺をみてもつまらない 

この領域を集中して観察すれば、 
定性的変化の原因が見えてくる 

特にこの付近では遅いダイナミクスを持つ 
少数の重要な変数が現れ、 
これらの変数が定性的変化をもたらす 
 

x1, x2, x3, x4 , x5, x6, x7
早い変数 遅い変数 

早い変数は遅い変数に 
束縛される(縮約) 



興奮-振動の分岐の例 
(リミットサイクル上のサドルノード分岐) 

振動系 興奮系 
パラメータ 

神経の電気活動の例 

刺激に1回応答する 刺激がなくても振動する 



数理モデルの例 
Morris-lecarモデル(神経細胞の電気活動のモデル化) 
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ずは見てみよう（図4A～C）．ポイントは，分岐前に減衰振
動がないこと，分岐直後に振動周期がとても大きくその後急
激に減少すること，そして分岐直後から大きな振動振幅を持
つことであり，ホップ分岐とは大きく様相が異なる（図4D，
E）．この分岐の名前は正確にはサドル・ノード分岐という
のだが，これ以外にも上述の性質を共有する分岐は多いので，
ここでは便宜上同じ特徴を持つ分岐を青空分岐と呼ぼう（晴
天の霹靂のように突然振動が現れるためにこう呼んでいる
が，あまり一般的に使われる用語でない）．以下に見るよう
に青空分岐の性質は，ししおどし，あるいは砂時計と類似点
がある．
ししおどしのおもちゃモデルを作りながら青空分岐の性質
を考えてみる．まず，水はある一定の速度で筒に供給される
とする．ただし，筒の底には穴があるとする．この状況は

dx
─＝a－bx
dt

という数理モデルで表すことができる．xはししおどしに蓄
えられた水の量で唯一の変数である．aが水の供給速度，b
が穴の大きさを表すパラメータであり，漏れる水の量は圧力
に比例するとして，単位時間あたりに漏れる量は水の量xと
の積（bx）となっている．穴の大きさは後の議論と関係しな
いのでここでは簡単にb＝1としよう．さらに，ししおどし
の重要な性質である“満杯になったら筒が倒れてすべての水
をこぼす”という現象を，xは1に達したら，ただちに0にリ
セットされるとして表現する（この1変数の単純なモデルは
理論神経科学の分野では，Leaky Integrate-and-Fireモデル
と呼ばれよく用いられる）．このモデルは0と1の間をパタ
パタと振動したり，しなかったりする（図4F～H）．
さて，ここでパラメータaを小さいほうから増やしていく

ことを考える．a＜1のときはx＝aが安定解となる（図4F）．
これは水の供給速度が遅いために，ある水量のところで供給
量と排出量が等しくなってしまい，それ以上水が増えないと
解釈できる．つまりプロセスがそれ以上進まず停止している

■図4 青空分岐を示すリズム
神経細胞の膜電位のダイナミクスを表すMorris-Lecarモデルに関して，入力電流に相当するパラメータIを様々に変え，振る舞いを観察した．I＝0.4付近
が分岐点であり，I＜0.4では，一定値に落ち着き，I＞0.4ではリミットサイクルが観察される．
A～C：膜電位vの時系列．パラメータはC：I＝0.39, D：I＝0.41, E：I＝0.45に設定した．
D：振幅とパラメータIの関係．振幅のパラメータ依存性はほとんどない．
E：周期とパラメータIの関係．I＝0.4付近では周期は無限大に発散している．この性質は青空分岐特有のものである．
簡単なししおどしのモデルを作成し，このモデルにおいても青空分岐が起こることを確認した．モデルの詳細は本文中に記載されている．
F～H：ししおどし内の水量xの時間変化．パラメータはF：a＝0.9, G：a＝1.05 H：a＝1.20に設定した．
I：振幅と水の流入速度aの関係．このししおどしモデルは必ず0と1の間をいったりきたりするので，振動状態では振幅は常に1である．
J：周期と水の流入速度aの関係．Morris-Lecarの時と同様，パラメータの減少とともに周期が無限大に発散し，分岐点以下ではリズムが観察されなくなる．
周期は手計算でき，T＝－ log(1-1/a )となる（実線で表示）．
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ずは見てみよう（図4A～C）．ポイントは，分岐前に減衰振
動がないこと，分岐直後に振動周期がとても大きくその後急
激に減少すること，そして分岐直後から大きな振動振幅を持
つことであり，ホップ分岐とは大きく様相が異なる（図4D，
E）．この分岐の名前は正確にはサドル・ノード分岐という
のだが，これ以外にも上述の性質を共有する分岐は多いので，
ここでは便宜上同じ特徴を持つ分岐を青空分岐と呼ぼう（晴
天の霹靂のように突然振動が現れるためにこう呼んでいる
が，あまり一般的に使われる用語でない）．以下に見るよう
に青空分岐の性質は，ししおどし，あるいは砂時計と類似点
がある．
ししおどしのおもちゃモデルを作りながら青空分岐の性質

を考えてみる．まず，水はある一定の速度で筒に供給される
とする．ただし，筒の底には穴があるとする．この状況は

dx
─＝a－bx
dt

という数理モデルで表すことができる．xはししおどしに蓄
えられた水の量で唯一の変数である．aが水の供給速度，b
が穴の大きさを表すパラメータであり，漏れる水の量は圧力
に比例するとして，単位時間あたりに漏れる量は水の量xと
の積（bx）となっている．穴の大きさは後の議論と関係しな
いのでここでは簡単にb＝1としよう．さらに，ししおどし
の重要な性質である“満杯になったら筒が倒れてすべての水
をこぼす”という現象を，xは1に達したら，ただちに0にリ
セットされるとして表現する（この1変数の単純なモデルは
理論神経科学の分野では，Leaky Integrate-and-Fireモデル
と呼ばれよく用いられる）．このモデルは0と1の間をパタ
パタと振動したり，しなかったりする（図4F～H）．
さて，ここでパラメータaを小さいほうから増やしていく

ことを考える．a＜1のときはx＝aが安定解となる（図4F）．
これは水の供給速度が遅いために，ある水量のところで供給
量と排出量が等しくなってしまい，それ以上水が増えないと
解釈できる．つまりプロセスがそれ以上進まず停止している

■図4 青空分岐を示すリズム
神経細胞の膜電位のダイナミクスを表すMorris-Lecarモデルに関して，入力電流に相当するパラメータIを様々に変え，振る舞いを観察した．I＝0.4付近
が分岐点であり，I＜0.4では，一定値に落ち着き，I＞0.4ではリミットサイクルが観察される．
A～C：膜電位vの時系列．パラメータはC：I＝0.39, D：I＝0.41, E：I＝0.45に設定した．
D：振幅とパラメータIの関係．振幅のパラメータ依存性はほとんどない．
E：周期とパラメータIの関係．I＝0.4付近では周期は無限大に発散している．この性質は青空分岐特有のものである．
簡単なししおどしのモデルを作成し，このモデルにおいても青空分岐が起こることを確認した．モデルの詳細は本文中に記載されている．
F～H：ししおどし内の水量xの時間変化．パラメータはF：a＝0.9, G：a＝1.05 H：a＝1.20に設定した．
I：振幅と水の流入速度aの関係．このししおどしモデルは必ず0と1の間をいったりきたりするので，振動状態では振幅は常に1である．
J：周期と水の流入速度aの関係．Morris-Lecarの時と同様，パラメータの減少とともに周期が無限大に発散し，分岐点以下ではリズムが観察されなくなる．
周期は手計算でき，T＝－ log(1-1/a )となる（実線で表示）．
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ししおどしモデルのふるまいを理解する 

a 

1 0 

 !x

x

水の流入速度 

わかること：X軸を交差する関数ならなんでもよい！ 

 !x = a ! bx

a 

1 0 

 !x
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興奮性 振動性 

 !x = a ! bx2



周期と振幅に特徴有り 
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穴有りししおどし 

Morris-Lecar 
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まとめ：振幅はそんなに変わらず、周期は無限大に！ 



細胞周期もししおどし？ 

Kaern & Hurding J. Theor. Biol. 1998 
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MPFの最大値 振動周期 

�. �Æʀɴ �ɴ� �. ʜ�ɴ�ɪɴɢ50

T�ʙʟ� 1

Mathematical description of the cell cycle engine

d

dt
[cycB]= v1 − kUbE [cycB]− k3[cycB][Cdc2]

d

dt
[HD]= kIHP [MPF]− (kWee1 + kCAK + kUbE )[HD]+ kC25[

P
HD]− k3

d

dt
[PHD]= kWee1[HD]− (kC25 + kCAK + kUbE )[PHD]+ kIHP [PHD

P]

d

dt
[PHD

P]= kWee1[MPF]− (kIHP + kC25 + kUbE )[PHD
P]+ kCAK [PHD]

d

dt
[MPF]= kCAK [HD]− (kIHP + kWee1 + kUbE )[MPF]+ kC25[

P
HD

P]

d

dt
[Cdc2]= kUbE ([HD]+ [PHD ]+ [PHD

P]+ [MPF])− k3[cycB][Cdc2]

d

dt
[C25P]=

ka1[MPF]([C25T]− [C25P])

Ka1 + ([C25T]− [C25P])
−

vb [C25P]

Kb +[C25P]
+

ka2[Cdk2]([C25T]− [C25P])

Ka2 + ([C25T]− [C25P])

d

dt
[Wee1]=

ke [MPF]([Wee1T]− [Wee1])

Ke +([Wee1T]− [Wee1])
−

vf [Wee1]

Kf +[Wee1]

d

dt
[IEP]=

kg [MPF](IET]− [IE]P)

Kg +([IET]− [EP])
−

vh [IE
P]

Kh +[IEP]

d

dt
[UbE*]=

kc [MPF]([UbE
T]− [UbE*])

Kc +([UbE
T]− [UbE*])

−
vd [UbE*]

Kd +[UbE*]

kC25 = k'C25([C25T]− [C25P])+ k�C25[C25P]

kWee1 = k'Wee1([Wee
T]− [Wee1])+ k�Wee1[Wee1]

kUbE = k'UbE ([UbE
T]− [UbE*])+ k�2 [UbE*]

HD denotes the Cdc2-cyclin B heterodimer with superscript P either left for Thr14/Tyr15 phosphorylation or right for Thr161

phosphorylation. Cyclin B is denoted by cycB and Cdk2 denotes active Cdk2-cyclin E kinase. The first six equations are

obtained using mass action kinetics whereas the last four are obtained using Michaelis–Menten kinetics. The subscripts on

rate constants k, Michaelis–Menten constants K and constant activities v correspond to the reactions in Fig. 1. The total

concentrations (denoted by superscript T) of Cdc25, Wee1, and UbE are conserved and only the most active state of the enzymes

needs to be considered. The overall catalytic activities of Cdc25, Wee1 and UbE are defined through the apparent first order

rate constants kC25, kWee1 and kUbE which is a weighted sum of the two activity states. The superscripts ' and � on the second

order constants denote the rate constants associated with, respectively, the most and the least active state of the enzymes. The

relative level of active Cdk2-cyclin E complex is taken as a parameter

in the mathematical treatment. The actual concen-

trations are eliminated by recasting the system with

variables expressing fractions of the total enzyme

(denoted by superscript T). The parameters in this

description and their basal values are defined in

Table 2.

Results

ʀ�ɢ�ʟ��ɪ�ɴ �� ��� �ʜʀ��ʜ�ʟ�

A central feature in the regulation of the cell cycle

is that MPF has to reach a certain threshold activity

before the auto-catalytic loop involving Cdc25 and

Wee1 is initiated (Novak & Tyson, 1993a,b). When

MPF self-amplification is initiated, an accumulated

stock of inactive Cdc2-cyclin B complexes quickly

transforms into active MPF. The result is a sharp

increase in the activity of MPF and the cell enters

mitosis. The activity of Cdk2-cyclin E has an

important function in regulating the MPF threshold

as discussed below.

Consider the rate equation of [C25
P
] in Table 1.

The equation can readily be normalized using

dimensionless concentration �=[C25
P
]/[C25

T
] and

dimensionless time �= vbt/[C25
T
]. The rate equation

for � is then given by

d�
d�

=
�q1(1− �)

1+ q1(1− �)
−

q2�
1+ q2�

+
�'q3(1− �)

1+ q3(1− �)
, (2)

where the dimensionless parameters are defined by

�= ka1[MPF]/vb , �'= ka2[Cdk2]/vb , q1 = [C25
T
]/Ka1,

q2 = [C25
T
]/K2 and q3 = [C25

T
]/Ka2. Now consider

eqn (2) setting �'=0. In that case, eqn (2)

corresponds to the rate equation obtained from a

reaction scheme where a single enzyme (MPF) is

operating on the target (unphosphorylated Cdc25).

The reaction scheme where a target molecule is

covalently modified by a Michaelis–Menten type

enzyme and another Michaelian enzyme is catalysing

the reversed reaction is known to be capable of a high

nonlinear dependency between the level of modified

target and the ratio of maximum velocities of the



減衰振動-振動の分岐 
(ホップ分岐) 

自励振動 減衰振動 
パラメータ 

波形の例 

振幅が時間と共に0に向かう 振幅は一定 

減衰する振り子 ずっと元気に振動 



数理モデルの例 
Goldbeterによる哺乳類概日リズムのモデル 

mRNAの分解速度をRNAiによってコントロールしたら？ 

2X + Y → 3X
A → X

B + X → Y + D
X → E

A  ブリュッセレーター B概日リズム

!"#!
"#$%

&'#
タンパク質

核内 &'#
タンパク質

リン酸化
&'#タンパク質

複数サイトリン酸化
&'#タンパク質 分解核移行

分解

転写

抑制

Goldbeter A: Proc R Soc Lond B Biol Sci (1995) 
261: 319-324. より改変して転載
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数理モデルの実例 
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す）に対する依存性に着目してみよう．この操作に対応する
実験としては例えばRNAi（RNA interference）が考えられ
るだろう．与える siRNA（small interfering RNA）の量を細
かく振ってmRNAの分解速度をコントロールするような実
験を想定すればよい．様々なvmの値に対してシミュレーショ
ンを行った結果が図2A～Cである．図2Dは横軸にパラメー
タを縦軸に適当に選んだ変数の値を描いた図で分岐図と呼ば
れている．システムの定性的変化を見るのにはこの図は便利
である．vm＝0.8を境に減衰振動からリミットサイクルに転
移していることがわかる．
実験研究者にとってもこの結果は教訓的である．分子生物
学は遺伝子や生化学反応の制御ネットワークを明らかにする
にはきわめて有効に働くツールである．しかし，このシミュ
レーションが示す結果は，ネットワークを明らかにするだけ

では説明としては不十分であるこ
とを示唆している．今見たように
同じ制御ネットワーク構造を持つ
場合であってもパラメータによっ
ては定性的な振る舞いがまったく
異なる場合があるからだ．遺伝子
X→遺伝子Y→遺伝子Zというよ
うな直列の制御関係では定性的な
変化は起こりにくいが，特にネッ
トワークがループを含むなど一定
の複雑さを持つ場合には，しばし
ばパラメータの変化とともにシス
テムの振る舞いに定性的変化が見
られる．

 Ⅲ  ホップ分岐と振り子

図2を見直してみると，転移点近
くで振動振幅が急激に変化してい
るのにもかかわらず，振動周期が
あまり変化していないことがわか
る（図2E，F）．また，リミットサ
イクル振動の波形は sin関数に似て
いる（図2A，B）．じつはこれらの
性質は減衰振動からリミットサイ
クルに転移するときに様々なモデ

ルでよく見られる現象である．リズムに関する1つの普遍性
がここに現れている．
パラメータを変化させたときに起こる系の定性的変化は数

学用語では分岐と呼ばれる．減衰振動とリミットサイクルの
間の転移はホップ（Hopf）分岐と呼ばれる．図2Dに見られ
るように，転移点において状態が枝分かれしていることから，
分岐と呼ばれる．
この概日リズムのモデルでパラメータvmを大きい値から

だんだん下げていく状況を考える．分岐点の前では減衰振動
が観察された（図2C）．これはお椀の中をボールが転がる様
子と似ている（図3）．お椀の底は安定な点であり，十分時間
経てばかならずここへ収束する．一方，分岐点より後のリミッ
トサイクルの領域ではどうであろうか？ ここでは，てっぺん
のとがったメキシカンハットの周りをボールが転がると考え
るとわかりやすい．お椀の例と違って，ハットの頂点は不安

■図2 減衰振動からリミットサイクルへの転移
図1で用いた概日リズムのモデルの中のmRNAの分解速度を表すパラメータvmを変化させてシミュレーション
を行い，リズムを観察した．
A～C：mRNAの時間発展．それぞれのパラメータの値はA；vm＝0.55, B；vm＝0.75, C；vm＝0.84である．
A，BとCでは“安定な振動”と“減衰振動”という定性的な違いがあることがわかる．
D：vmに対する分岐図．縦軸は長時間経過後のmRNA量の最大値と最小値を表現している．例えば，vm＝0.4
では，0.12～4.06の間で振動をしている．vm＞0.8 では減衰振動のため長時間経過後は静止状態になっている．
E：パラメータvmを変化させたときの振幅の変化．ここでは振幅は最大値－最小値とした．パラメータがホップ
分岐点から微少量μだけ離れている時，振幅は√μに比例することが数学的に知られている．したがって振幅は
放物線を描く．
F：パラメータvmを変化させたときの周期の変化．ここでは周期は，十分時間が経過した後のピークとピークの
間の時間とした．
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定である．ボールをこの頂点にピタリと乗せれば，原理的に
はボールは動かない（この点は不安定平衡点または位相特異
点と呼ばれる）．しかし，少しでもこの状態からずれれば，振
幅はどんどん大きくなっていき，やがて溝に落ちてグルグル
回転する．この溝は安定であり，頂点以外のどんな初期値か
らもこの溝へ落ち込んで初期位置によらず同じ振幅の振動
が得られる．このようにホップ分岐とは，お椀がメキシカン
ハットへ変化する現象だと言える．お椀の底は下に凸である
が，メキシカンハットの頂点は上に凸であり，この点が安定
から不安定に変化するところが味噌である．もう少し数学的
な議論は図3説明文を参照していただきたい．
パラメータがホップ分岐点の近くにあるときは，いかなる
数理モデルでも適切な変数変換を施すことによって，以下
の2変数のモデルに変換できることが知られている（for 

bieginners参照）．

dr─＝μ r－ r3     （1）
dt

dθ─＝α－β r2     （2）
dt

rとθは極座標表示したときの振幅と位相である．また，

ホップ分岐を起こすパラメータはμである．この数理モデル
はブラッセレータや概日モデルと比べて数学的取り扱いが
ずっとやさしい．（1）の微分方程式を解くと，長時間の後に
は振幅 rは√μに収束することがわかる．つまりリミットサ
イクルは円であり，その振幅（つまり半径）はパラメータμと
ともに急激に変化する．また，r＝√μを（2）式に代入すると，
dθ /dt＝α－βμを得る．したがって一定の角速度ω＝α－
βμで振動することがわかる．振動数はμに比例して変化す
るが，次に例を挙げる青空分岐に比べると微々たる変化であ
る．また，円軌道で角速度が一定であることから，この得ら
れる波形は√μ sinω tとなる．このように，ホップ分岐は一
般に“振幅がパラメータとともに変化する”，“振動周期はあ
まり変化しない”，“波形が sin関数に近い”というような性質
を持つ．これらの性質は，よく考えれば振り子の性質と似て
いる．

 Ⅳ  青空分岐とししおどし

振動の現れる典型的シナリオとしてもう1つ重要なものが
ある．神経細胞のモデルでよく見られるのでその具体例をま

■図3 ホップ分岐のシナリオ
減衰振動からリミットサイクルへの転移がどのようにして起こるのか，簡
単のため2変数のシステムを例に挙げて述べる．縦軸と横軸にそれぞれの
変数をとり，時間経過に沿ってプロットすると（図上段），減衰振動では最
終的に一点に収束する．この特定の状態は安定平衡点と呼ばれる．この点
が安定性を失うときにリミットサイクルが生まれる．
安定性は数式を用いて以下のように調べられる．簡単のため拡大図（中段）
のように平衡点を中心として新しい変数x1，x2を導入して軸を取り直す．
この変数では平衡点は (x1,x2)＝ (0,0)である．これらの変数の時間発展方程
式は次のような多項式で書き表せる．
 dx1 ── ＝ax1＋bx2＋…
 dt
 dx2 ── ＝cx1＋dx2＋…
 dt

ここで…の部分にはx2
1やx4

2といった2次以上のべきが現れるのだが，平衡
点の近くではx1とx2は小さいためこれらの高次の項の効果は小さい．実際
安定性に関与しているのは1次の項だけであることが知られている．解析
の教科書を紐解くと，平衡点（0,0）の安定性は行列（a

c 
b
d）の固有値が決める

ことがわかる．固有値の実部がすべて負であれば，（0,0）は安定平衡点で
ある．そうでないときは不安定平衡点である．ホップ分岐が起こるときは，
固有値は複素数でその実部が負から正へと変化する．
ホップ分岐によって平衡点が不安定化すると状態は平衡点から時間ととも
にらせんを描きながら離れていく．一方で，生化学反応などの現実のシス
テムでは物質が枯渇するなどの何らかの理由で有限に留まる．発散したい
という力と有限に押し留めようとする作用がバランスするところで閉軌道
が形成される．より数学的に詳しい説明は文献7)などを参照されたい．
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はボールは動かない（この点は不安定平衡点または位相特異
点と呼ばれる）．しかし，少しでもこの状態からずれれば，振
幅はどんどん大きくなっていき，やがて溝に落ちてグルグル
回転する．この溝は安定であり，頂点以外のどんな初期値か
らもこの溝へ落ち込んで初期位置によらず同じ振幅の振動
が得られる．このようにホップ分岐とは，お椀がメキシカン
ハットへ変化する現象だと言える．お椀の底は下に凸である
が，メキシカンハットの頂点は上に凸であり，この点が安定
から不安定に変化するところが味噌である．もう少し数学的
な議論は図3説明文を参照していただきたい．
パラメータがホップ分岐点の近くにあるときは，いかなる
数理モデルでも適切な変数変換を施すことによって，以下
の2変数のモデルに変換できることが知られている（for 

bieginners参照）．

dr─＝μ r－ r3     （1）
dt

dθ─＝α－β r2     （2）
dt

rとθは極座標表示したときの振幅と位相である．また，

ホップ分岐を起こすパラメータはμである．この数理モデル
はブラッセレータや概日モデルと比べて数学的取り扱いが
ずっとやさしい．（1）の微分方程式を解くと，長時間の後に
は振幅 rは√μに収束することがわかる．つまりリミットサ
イクルは円であり，その振幅（つまり半径）はパラメータμと
ともに急激に変化する．また，r＝√μを（2）式に代入すると，
dθ /dt＝α－βμを得る．したがって一定の角速度ω＝α－
βμで振動することがわかる．振動数はμに比例して変化す
るが，次に例を挙げる青空分岐に比べると微々たる変化であ
る．また，円軌道で角速度が一定であることから，この得ら
れる波形は√μ sinω tとなる．このように，ホップ分岐は一
般に“振幅がパラメータとともに変化する”，“振動周期はあ
まり変化しない”，“波形が sin関数に近い”というような性質
を持つ．これらの性質は，よく考えれば振り子の性質と似て
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終的に一点に収束する．この特定の状態は安定平衡点と呼ばれる．この点
が安定性を失うときにリミットサイクルが生まれる．
安定性は数式を用いて以下のように調べられる．簡単のため拡大図（中段）
のように平衡点を中心として新しい変数x1，x2を導入して軸を取り直す．
この変数では平衡点は (x1,x2)＝ (0,0)である．これらの変数の時間発展方程
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定である．ボールをこの頂点にピタリと乗せれば，原理的に
はボールは動かない（この点は不安定平衡点または位相特異
点と呼ばれる）．しかし，少しでもこの状態からずれれば，振
幅はどんどん大きくなっていき，やがて溝に落ちてグルグル
回転する．この溝は安定であり，頂点以外のどんな初期値か
らもこの溝へ落ち込んで初期位置によらず同じ振幅の振動
が得られる．このようにホップ分岐とは，お椀がメキシカン
ハットへ変化する現象だと言える．お椀の底は下に凸である
が，メキシカンハットの頂点は上に凸であり，この点が安定
から不安定に変化するところが味噌である．もう少し数学的
な議論は図3説明文を参照していただきたい．
パラメータがホップ分岐点の近くにあるときは，いかなる
数理モデルでも適切な変数変換を施すことによって，以下
の2変数のモデルに変換できることが知られている（for 

bieginners参照）．
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rとθは極座標表示したときの振幅と位相である．また，

ホップ分岐を起こすパラメータはμである．この数理モデル
はブラッセレータや概日モデルと比べて数学的取り扱いが
ずっとやさしい．（1）の微分方程式を解くと，長時間の後に
は振幅 rは√μに収束することがわかる．つまりリミットサ
イクルは円であり，その振幅（つまり半径）はパラメータμと
ともに急激に変化する．また，r＝√μを（2）式に代入すると，
dθ /dt＝α－βμを得る．したがって一定の角速度ω＝α－
βμで振動することがわかる．振動数はμに比例して変化す
るが，次に例を挙げる青空分岐に比べると微々たる変化であ
る．また，円軌道で角速度が一定であることから，この得ら
れる波形は√μ sinω tとなる．このように，ホップ分岐は一
般に“振幅がパラメータとともに変化する”，“振動周期はあ
まり変化しない”，“波形が sin関数に近い”というような性質
を持つ．これらの性質は，よく考えれば振り子の性質と似て
いる．
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単のため2変数のシステムを例に挙げて述べる．縦軸と横軸にそれぞれの
変数をとり，時間経過に沿ってプロットすると（図上段），減衰振動では最
終的に一点に収束する．この特定の状態は安定平衡点と呼ばれる．この点
が安定性を失うときにリミットサイクルが生まれる．
安定性は数式を用いて以下のように調べられる．簡単のため拡大図（中段）
のように平衡点を中心として新しい変数x1，x2を導入して軸を取り直す．
この変数では平衡点は (x1,x2)＝ (0,0)である．これらの変数の時間発展方程
式は次のような多項式で書き表せる．
 dx1 ── ＝ax1＋bx2＋…
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点の近くではx1とx2は小さいためこれらの高次の項の効果は小さい．実際
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ホップ分岐によって平衡点が不安定化すると状態は平衡点から時間ととも
にらせんを描きながら離れていく．一方で，生化学反応などの現実のシス
テムでは物質が枯渇するなどの何らかの理由で有限に留まる．発散したい
という力と有限に押し留めようとする作用がバランスするところで閉軌道
が形成される．より数学的に詳しい説明は文献7)などを参照されたい．
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定である．ボールをこの頂点にピタリと乗せれば，原理的に
はボールは動かない（この点は不安定平衡点または位相特異
点と呼ばれる）．しかし，少しでもこの状態からずれれば，振
幅はどんどん大きくなっていき，やがて溝に落ちてグルグル
回転する．この溝は安定であり，頂点以外のどんな初期値か
らもこの溝へ落ち込んで初期位置によらず同じ振幅の振動
が得られる．このようにホップ分岐とは，お椀がメキシカン
ハットへ変化する現象だと言える．お椀の底は下に凸である
が，メキシカンハットの頂点は上に凸であり，この点が安定
から不安定に変化するところが味噌である．もう少し数学的
な議論は図3説明文を参照していただきたい．
パラメータがホップ分岐点の近くにあるときは，いかなる

数理モデルでも適切な変数変換を施すことによって，以下
の2変数のモデルに変換できることが知られている（for 

bieginners参照）．

dr─＝μ r－ r3     （1）
dt

dθ─＝α－β r2     （2）
dt

rとθは極座標表示したときの振幅と位相である．また，
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 Ⅳ  青空分岐とししおどし
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テムでは物質が枯渇するなどの何らかの理由で有限に留まる．発散したい
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私たちの最近の実験から 
シアノバクテリアの概日リズム再構成系(KaiCリン酸化リズム) 

Reconstituted system of 
the circadian clock

KaiA(0.05µg/µl)

KaiB(0.05µg/µl)

ATP(1mM)

Recipe

KaiC(0.2µg/µl)

Reconstitution of Circadian
Oscillation of Cyanobacterial KaiC

Phosphorylation in Vitro
Masato Nakajima, Keiko Imai, Hiroshi Ito, Taeko Nishiwaki,

Yoriko Murayama, Hideo Iwasaki, Tokitaka Oyama, Takao Kondo*

Kai proteins globally regulate circadian gene expression of cyanobacteria. The
KaiC phosphorylation cycle, which persists even without transcription or
translation, is assumed to be a basic timing process of the circadian clock. We
have reconstituted the self-sustainable oscillation of KaiC phosphorylation in
vitro by incubating KaiC with KaiA, KaiB, and adenosine triphosphate. The period
of the in vitro oscillation was stable despite temperature change (temperature
compensation), and the circadian periods observed in vivo in KaiC mutant
strains were consistent with those measured in vitro. The enigma of the
circadian clock can now be studied in vitro by examining the interactions
between three Kai proteins.

Circadian rhythms allow organisms to coordi-
nate their lives according to the alteration of their
environments by day and by night (1). In most
model organisms, transcription-translation–
derived oscillatory (TTO) processes based on
negative feedback regulation of clock genes are
proposed as the core generator of self-
sustaining circadian oscillations (1, 2). Cyano-
bacteria are the simplest organisms that exhibit
circadian rhythms. In the cyanobacterium
Synechococcus elongatus (PCC 7942), three
genes (kaiA, kaiB, and kaiC) are essential
components of the circadian clock (3). Negative-
feedback regulation of the expression of the
kaiBC operon by Kai proteins was proposed
as a core loop of prokaryotic TTO (3). In the
cyanobacterial TTO model, Kai proteins do not
regulate a specific set of circadian-controlled
genes, but they regulate genomewide gene ex-
pression, including that of the kaiBC operon (4).
However, how this transcription-translation
feedback loop achieves circadian periodicity
and how it stabilizes circadian oscillation
against alterations in temperature and meta-
bolic activity (collectively referred to as cir-
cadian characteristics) have not been clear.
These circadian characteristics are essential
for the oscillator to adapt to the environment,
so understanding their molecular basis is an
important goal in circadian biology.

The phosphorylation state of KaiC ro-
bustly oscillates in the cell with a 24-hour
period, even under conditions where neither
transcription nor translation of kaiBC operon
was permitted, raising doubts about the TTO
model in cyanobacteria (5). The circadian

characteristics of this oscillator suggested that
the pacemaker for the cyanobacterial circadian
system was not a transcription-translation
feedback loop but the KaiC phosphorylation
cycle itself. KaiC has both autophosphoryl-
ation and autodephosphorylation activities,
and KaiA enhances KaiC autophosphoryl-
ation (6), whereas KaiB attenuates the effect
of KaiA (7, 8). These results imply that, with-
out additional kinases or phosphatases, an
autonomous oscillation of KaiC phosphoryl-
ation could be generated by cooperation be-
tween KaiA and KaiB.

Recombinant KaiC protein was incubated
with KaiA and KaiB at a ratio similar to that
measured in vivo EKaiA:KaiB:KaiC01:1:4 (by
weight), (7)^ in the presence of 1 mM ATP.

To our surprise, KaiC phosphorylation robust-
ly oscillated with a period of about 24 hours
for at least three cycles without damping
(Fig. 1A). The ratio of phosphorylated KaiC
to total KaiC cycled between 0.25 and 0.65
(Fig. 1C). The amplitude of this in vitro KaiC
phosphorylation rhythm was smaller than
that observed in vivo under continuous light
conditions (5). Also the total amount of KaiC
remained constant during the incubation (Fig.
1B), which indicated that neither phospho-
rylated nor unphosphorylated KaiC was de-
graded during the reaction. Thus, oscillation
of KaiC phosphorylation generates autono-
mously with a circadian period by coopera-
tion of three Kai proteins.

One characteristic of circadian rhythms is
that the free-running period remains stable for a
relatively broad range of temperatures, referred
to as Btemperature compensation[ of the peri-
od (1). Such temperature compensation of the
in vitro oscillation of KaiC phosphorylation
was observed with period lengths of about 22,
21, and 20 hours at 25-, 30-, and 35-C, re-
spectively (Fig. 2A). The thermal sensitivity
(Q10 coefficient) of the period (Fig. 2B) was
about 1.1, consistent with that reported for in
vivo gene expression rhythm (9). The rates of
in vitro KaiC autophosphorylation and auto-
dephosphorylation show a high degree of com-
pensation for changes in temperature (5).
Thus, temperature compensation of the in vitro
rhythm is likely due to these reactions.

Many mutations of kaiC shorten or extend
the period of circadian rhythm of Synechococcus
(3). To assess whether the in vitro oscillation
of KaiC phosphorylation was affected by such
mutations, we incubated recombinant mutant
KaiC with KaiA and KaiB. Three KaiC

Division of Biological Science, Graduate School of
Science, Nagoya University, and the Core Research
for Evolutional Science and Technology (CREST) of
the Japan Science and Technology Agency (JST),
Furo-cho, Chikusa-ku, Nagoya 464-8602, Japan.

*To whom correspondence should be addressed.
E-mail: kondo@bio.nagoya-u.ac.jp

Fig. 1. In vitro oscillation of KaiC phosphorylation. (A) Recombinant KaiC proteins (0.2 mg/ml) were
incubated with KaiA (0.05 mg/ml) and KaiB (0.05 mg/ml) in the presence of ATP (1 mM) (17).
Aliquots (3 ml each) of the reaction mixtures were collected every 2 hours and subjected to SDS–
polyacrylamide electrophoresis (SDS-PAGE) and Coomassie Brilliant Blue staining. The upper and
lower bands correspond to phosphorylated (P-KaiC) and unphosphorylated KaiC (NP-KaiC),
respectively (6). (B and C) NIH image software was used to perform densitometric analysis of data
(5) in (A). The relative densities of total, phosphorylated, and unphosphorylated KaiC are plotted in
(B), and the ratios of P-KaiC to total KaiC are plotted in (C).
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概日リズムを冷やすとホップ分岐を介して
リズムが消失する。 

詳しくはポスターへお越し下さいませ 
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メッセージ１ 
分岐図を書くと定性的変化の原因がわかるかも。 
→理論家が参加しやすくなる 

温度・RNAi 
過剰発現・化学物質投与 

分子遺伝学は、現象を点でしかとらえない。もし連続的にパラメータを 
振るような操作が使えたら、分岐図が書けます。 

分子遺伝学 

分岐点 

いつもの状態 異常な状態 

パラメータ 

定性的変化を捉える 
特徴的な量 



具体例として、根っこの伸張 

were not inhibiting reporter gene activity in vivo. We used a
transgenic line expressing GUS under the regulatory control of the
constitutive cauliflower mosaic virus 35S promoter (35S::GUS).
After an 8-h incubation, total protein extracts were prepared and
GUS activity was measured. No inhibition of GUS activity was
detected (Fig. 6A, which is published as supporting information on
the PNAS web site).

We then explored the effects of the compounds on cytokinin
signaling by using the ARR5::GUS line, which displays a cyto-
kinin-dependent, ubiquitous up-regulation of GUS expression.
Seedlings were incubated for 6 h in the presence of the cytokinin
N6-benzyladenine and one of the compounds A–D and subse-
quently were examined for GUS activity. Although histochem-
ical staining revealed little effect on the GUS expression in the
hypocotyl or cotyledons (data not shown), the compounds did
have inhibitory effects on the expression of GUS in the root (Fig.
6B). The compounds may interfere with a common component
of auxin and cytokinin signaling, or the inhibition may represent
the downstream cross-talk between the hormone pathways (34),
as was suggested for the inhibition of cytokinin signaling ob-
served with yokonolide B (32).

Next, we examined the effects of the compounds on ABA-
induced RAB18 expression by using semiquantitative RT-PCR
(Fig. 6C). RAB18 is induced by cold, water stress, or exogenous
ABA treatment (35). None of the compounds influenced
RAB18 expression when applied alone or in conjunction with
ABA. This result indicates that the compounds neither act as
general inhibitors of phytohormone signaling nor nonspecifically
inhibit gene transcription.

Inhibition of Aux!IAA Proteolysis. Auxin has been shown to regulate
the proteolytic degradation of representative members of the
Aux!IAA protein family (36). We used a reporter line containing
a heat shock-inducible translational fusion of the N terminus of
AXR3 (Aux!IAA17) and GUS (HS::AXR3NT-GUS) to examine
the effects of compounds A–D on auxin-mediated proteolysis (10)
(Fig. 4A). Only compound D failed to significantly inhibit proteol-
ysis. Compounds A, B, and C diminished the proteolysis both in the
presence and absence of exogenously applied NAA. Compound A
demonstrated the greatest inhibitory activity in this assay. These
results suggest that the inhibition of auxin signaling occurs upstream
in the signaling pathway, either by means of inhibition of the
proteolytic machinery or components acting before the SCFTIR1

complex.

Phenotype Analysis. Compounds A and B impaired root growth in
developing seedlings, with compound B imparting effects at signif-
icantly lower concentrations (Fig. 4B). When Arabidopsis seedlings
were germinated on medium containing either compound, a dose-
dependent inhibition of primary root length was observed. In
addition, adventitious root growth was induced at a concentration
of 20 !M A and 0.5 !M B. Compound A had little effect on
cotyledon expansion or hypocotyl length; cotyledons of seedlings
grown in the higher concentrations of B appeared slightly chlorotic.
The difference in effective concentrations may reflect the efficiency
of detoxification pathways for each compound, given the similar
potencies in our transient reporter assay.

Transcriptional Profiling. The similar phenotypes induced by com-
pounds A and B prompted us to perform detailed transcriptional
profiling experiments on both compounds by using Affymetrix
whole-genome ATH1 microarrays. Seven-day-old seedlings grown
in liquid culture were treated for 1 h with the carrier solvent DMSO,
5 !M IAA, or a combination of IAA and 10 !M compound A or
B. Each treatment was carried out in triplicate, and total RNA from
each sample was independently isolated and used to generate
labeled cRNA for subsequent hybridization. We generated differ-
entially regulated gene lists by using the log2 expression values from

the Robust Multichip Analysis output file. We used strict statistical
criteria, namely a differential regulation of at least 2-fold and a
corresponding P value of ! 0.001. Auxin differentially regulated a
total of 104 genes (0.5% of probes) under these conditions (Fig.
5A). The two compounds induced or repressed a similar number of
genes, irrespective of whether they were applied independently or
in concert with auxin. Compound A affected the expression of 347
genes (1.5% of probes) when applied alone or with auxin, and
compound B similarly affected 318 genes (1.4% of probes). A
comparison of the differentially expressed gene lists revealed 132
genes modulated by both compounds A and B. Similarly, a com-
parison of the IAA!A- and IAA!B-treated samples revealed an
overlap of 179 genes differentially expressed under both conditions.
Based on these sets of genes, Fisher’s exact test was applied to the
null hypothesis that the effects of the two compounds were inde-
pendent. The null hypothesis was rejected, both in the absence (P "
8.6 # 10$13) and in the presence (P ! 1 # 10$13) of IAA. These
data imply that the compounds have comparable effects on whole
seedling tissue, although the global effects most likely reflect both

Fig. 4. Compounds A–C inhibit auxin-mediated proteolysis, and compounds
A and B inhibit primary root elongation. (A) Seven-day-old HS::AXR3NT-GUS
seedlings were heat shocked at 37°C for 2 h, followed by a 20-min incubation
at 23°C. The indicated concentration of compound and!or NAA was added to
the medium, and the seedlings were incubated for an additional 2 h ($NAA)
or 40 min (%NAA) before quantification of GUS activity (Lower). Error " SE of
the mean (n " 6). (Upper) Root tips from a representative seedling of each
treatment stained with X-gluc. (B) Seedlings (Col-0) were germinated and
grown vertically on medium containing increasing concentrations of com-
pound A or B. (Upper) Primary root length was measured after 8 days of
growth. Error " sample SD (n & 12). (Lower) Representative seedlings from
each inhibitor treatment.
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production of appropriate derivatives for target identification.
Indeed, recent work has demonstrated the feasibility of this ap-
proach with the identification of a small-molecule trigger of auxin
signaling, sirtinol (16), and the isolation of yokonolide A and B,
macrolide inhibitors of auxin signaling from Streptomyces diastato-
chromogenes B59 (31, 32).

Herein we report the development of a high-throughput screen
for auxin-mediated signaling in whole Arabidopsis seedlings and the
identification of potent inhibitors of auxin signaling. Our strategy
used the BA3 line, in which exogenously applied auxin stimulates
the tissue-specific expression of GUS in the root elongation zone.
Our screen used a commercial library of 10,000 structurally diverse
small molecules and identified 30 compounds with strong inhibi-
tion. We narrowed our focus to four structurally distinct compounds
with activity in the low micromolar range. We have characterized
the effects of these compounds on auxin-mediated transcriptional
activation and Aux!IAA proteolysis in addition to exploring the
effects in other phytohormone-signaling pathways. Two com-
pounds impart similar growth phenotypes, and microarray studies
were used to compare the transcriptional changes induced by these
inhibitors. Our approach has provided tools for dissecting auxin
biology and should prove instrumental in identifying new compo-
nents in the auxin-signaling network.

Materials and Methods
Plant Material and Growth Conditions. We used A. thaliana ecotype
Columbia-0 (Col-0) for the phenotype and microarray experiments.
The BA3, DR5::GUS, ARR5::GUS, and HS::AXR3NT-GUS lines
are described in refs. 1–4, respectively. All seedlings were grown
under a 16-h light cycle at 25°C.

Chemical Genetic Screen and GUS Assays. The small-molecule library
(Diverset) was purchased from ChemBridge (San Diego). Surface-
sterilized seeds were distributed into GM liquid medium [0.5!
Murashige and Skoog salts, Gamborg vitamins, and 2.5 mM
2-(4-morpholino)ethanesulfonic acid (Mes), pH 5.6] at 5–10 seeds
per well. After stratification (48 h at 4°C), the plates were trans-
ferred to an orbital shaker with a 16-h light cycle at 25°C. After 5
days of growth, the medium was removed on a vacuum manifold
and replaced with medium containing DMSO, 5 !M 1-naphtha-
leneacetic acid (NAA), or NAA and library component ("20 !M).
The plates were allowed to incubate for 8 h before the medium was
removed, and the seedlings were washed with water and stained for
GUS expression. The GUS staining protocol is described in Sup-
porting Text, which is published as supporting information on the
PNAS web site.

RT-PCR. Total RNA was extracted from treated tissues by using the
RNAqueous purification kit (Ambion, Austin, TX) according to
the manufacturer’s instructions. cDNAs were synthesized, and gene
fragments were amplified by PCR using gene-specific primers. The
list of primers used is in Supporting Text.

Transcriptional Profiling and Data Analysis. Approximately 2.5 mg of
dry Col-0 seedlings were surface-sterilized and stratified for 2 days
at 4°C in liquid medium containing 1.5% (wt!vol) sucrose before
being transferred to light with constant shaking at 100 rpm on an
orbital shaker. After 7 days, the seedling clusters were subjected to
the treatments for 1 h, followed by total RNA isolation using the
RNAqueous kit (Ambion). Each treatment was performed in
triplicate or quadruplicate. All labeling (Enzo Biochem) and hy-
bridization (Affymetrix, Santa Clara, CA) procedures were per-
formed as directed by the manufacturers. The analysis of the
microarray data is described in Supporting Text.

Results
Targeted Chemical Genetics Screen Reveals Auxin-Signaling Inhibi-
tors. A high-throughput whole-seedling assay was developed by
using the BA3 reporter system in Arabidopsis. The seedlings (5–10

per well) were germinated, grown in liquid culture in 96-well
microfilter plates, and assayed after 5 days of growth (Fig. 1A).
Cell-permeant NAA was used instead of the endogenous auxin,
IAA, to avoid the identification of transport inhibitors that prevent
auxin uptake but not transcriptional activation (33). Inhibitors of
auxin signaling obstruct the tissue-specific expression of GUS in the
root elongation zone, easily detected by rapid examination of each
well under a dissecting microscope. Control wells containing a
gradient of NAA were included in each plate to qualitatively assess
the relative potency of the compounds.

A total of 10,000 compounds were screened for their ability to
impede GUS transcription from the auxin-regulated BA promoter.
Follow-up screening used more stringent conditions, including
higher concentrations of NAA or IAA, which induces more robust
expression from the BA promoter. We narrowed our focus to four
structurally unique compounds (A–D in Fig. 1B) demonstrating
consistently strong inhibition under a variety of assay conditions.
Compound A consists of a furyl acrylate ester of a thiadiazole
heterocycle, and B is a 4-thiazolidinone appended with a derivatized
acetic acid. Compound C contains an isoxazolone core, and D
consists of a functionalized pyranopyrazole. Each compound con-
tains a synthetically accessible scaffold for future derivative prep-
aration and structure–activity studies.

The Inhibitors Display Varied Potencies. We quantified the relative
potency of our confirmed hits in silencing auxin-activated tran-

Fig. 1. A high-throughput screen for auxin signaling inhibitors. (A) BA3
seeds expressing GUS from an auxin-sensitive promoter were arrayed into
96-well microfilter plates (5–10 seeds per well) and grown in liquid culture for
5 days. Incubation of the seedlings with 5 !M NAA results in the tissue-specific
expression of GUS in the root elongation zone, easily visualized after incuba-
tion with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl "-D-glucuronide (X-gluc). The inclusion
of an inhibitor of auxin signaling prevents GUS expression. (B) Structures of
the four inhibitors, compounds A–D, chosen for detailed analysis.
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根はオーキシンという植物ホルモン
が極大をとる方角に伸張する。オー
キシンの局在が変化している？ 

フリルアクリレートエステル 
チアジアゾール 

を寒天培地に混ぜて、シロイヌナズナを 
発芽させる。濃度に応じて根の生育は 
悪くなっていき、突然３つ又に！ 

ctrl 
Armstrong et al. 2004 PNAS 

ケミカルバイオロジーは分岐と相性が良さそう。 



メッセージ2 
生物学の問いはそもそも定性的なものが多い。 

花が咲く 花が咲かない 

概日リズムがある 概日リズムが見られない 

細胞分裂する チェックポイントで停止 

定性生物学をやるには、定量生物学が必要。 
でも、定量的な解析はしんどい。 
定量生物学者にとっては 
理論はシェルパになってくれる、かも。 

生きている 死んでる 



メッセージ3 
理論家が数式を使って理論研究をしている、と言った場合の実体として 
何をやっているのか？ 

2x + 5 = 9
数式を解くというと、中学高校でやった代数方程式を思い浮かべがち。 

x3 + 4x2 + 2x +1= 8
モノのダイナミクスを研究している理論家は、微分方程式,差分方程式を研究して
いる。 

 !x = 3x + 4sin x zn+1 = 2(1! zn )zn
これらの解は、代数方程式と違って、時間ｔを含む関数で与えられる。また 
普通は、答えが手計算では出ない。 
数値計算と近似を駆使して、背後にある「かぴかぴの概念」をつかんでいくことを 
研究の目的としている人が理論研究者には多い、と思う。 

約50年前の 
ファインマンのお言葉 

The next great era of awakening of human intellect may well 
produce a method of understanding the qualitative content of 
equations. Today we cannot. 
人類の知性が花開く次世代には、方程式の定性的な理解をする 
方法が生み出されるかもしれない。今日我々はまだ得ていない。 

(ファインマン物理IV) 



•  教科書を書きました：「生物リズムと力学系」 
郡宏・森田善久著（共立出版） 
– ダイナミクスの数学的研究方法の基礎と 
リズム現象の取り扱い方を解説した本 

– 原稿が欲しい方は郡に連絡ください。 

•  第２部の話はこちらを参照： 
「生物リズムの生まれ方」 
細胞工学　２０１１年１１月号　（伊藤＆郡） 

•  その他，おすすめの本 
–  S. Strogatz “Nonlinear Dynamics and Chaos” 
– 「新しい自然学ー非線形科学の挑戦」 蔵本由紀著． 
身近な自然現象に取り組む科学とその思想． 

 

おすすめの本 


