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研究成果の概要（和文）：真核細胞は、ミトコンドリアと葉緑体の共生によって、それぞれ呼吸と光合成という
高効率なエネルギー代謝を得た。しかし、それら好気エネルギー代謝は、活性酸素種の主要な発生源であり、細
胞増殖にとって有害な側面を併せ持つ。真核藻類は、光合成と細胞周期進行の時間的分業を行うことにより、光
合成酸化ストレスからDNA複製や細胞分裂を行う細胞を守る。この時間分業は概日リズムによって制御される
が、我々はさらに概日リズムが光合成の活性の変化によって調節されることを示した。この結果は、細胞周期進
行のタイミングが宿主と共生体の相互作用によって調節されることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria and chloroplasts perform highly efficient energy metabolisms, 
respiration and photosynthesis, respectively, in eukaryotes. The aerobic energy metabolisms, 
however, are also main generators of reactive oxygen species and can damage cells. It has been 
poorly known how eukaryotic cells coordinate the aerobic energy metabolisms for safe cell 
proliferation during a daily cycle. Eukaryotic algae grow during the daytime. In contrast, the cell 
cycle progression is restricted to the night when photosynthesis does not operate. This temporal 
separation protects S- and M-phase cells from photosynthetic oxidative stress. Circadian rhythms are
 believed to control this temporal separation. We demonstrated that change in photosynthetic 
activity resets the circadian rhythms, which suggests that the timing of cell cycle progression, 
which is regulated by circadian rhythms, are probably determined by interaction between the 
molecular clock in a host and retrograde signals from endosymbionts.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物は、ミトコンドリアと葉緑体の獲

得によって呼吸と光合成という効率的なエ
ネルギー生産を可能とした。しかし両者は、
活性酸素種(ROS)の主要な発生源でもあり、
過剰な ROS は細胞にとって有毒である。さ
らに自然環境には、昼夜という大きな環境変
化があり、植物細胞の光合成によるエネルギ
ー生産は昼間のみに限定されている。光合成
真核生物が、昼夜サイクルという変化する環
境において、どのように好気的エネルギー代
謝と、細胞の生長・分裂（細胞周期進行）を
破綻させることなく、細胞増殖を行っている
のかについての知見は乏しかった。 
申請者らは、これまでに、真核藻類が昼夜

サイクルにおいて、光合成(昼間)と細胞周期
進行(夜間)の時間的分業を行うことで、DNA
複製や細胞分裂する細胞を光合成酸化スト
レスから守っていることを示してきた(引用
文献①)。この時間的分業は、概日リズムによ
って制御されていると考えられている。概日
リズムは、転写―翻訳のフィードバック
(TTFL)に駆動されると考えられていたが、代
謝などの非転写調節機構によっても制御さ
れることが知られてきた。このことは、植物
細胞の主要な代謝である光合成の活性の変
化によって、概日リズムが調整される可能性
を示唆するものであるが、それらの関係につ
いては、不明であった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、光合成活性の変化によっ

て概日リズムが変化することを示し、これに
より、TTFL（宿主）と光合成(共生体)の双方
の協調機構によって細胞周期進行のタイミ
ングが決定するという仮説を提唱すること
である。さらに、時計を司る転写因子の昼夜
サイクルにおける動態を解析し、光合成活性
の変化がTTFLに入力される分子メカニズム
を解明する。 

 
３．研究の方法 
本 申 請 計 画 で は 単 細 胞 真 核 紅 藻

Cyanidioschyzon merolae に着目した。単細胞
藻類を用いることで、光合成活性、代謝、細
胞周期進行などが比較的均一な細胞集団の
解析が可能である。これは細胞分化により
様々な組織によって成り立っている陸上植
物では困難である。ゲノムサイズと遺伝子数
ともに真核生物の中で最小クラスであり、遺
伝子ターゲティングと導入遺伝子の安定持
続的な発現が可能である。また 12 時間の明
暗周期下で培養することにより、概日リズム
の形成およびそれに制御される細胞周期の
同調が可能である。 
光合成活性、概日リズムと細胞周期進行の

関係を調べるために、光合成阻害剤を用いた。
細胞周期進行の時期を知るために G1/S 移行
を司る転写因子複合体であるE2F複合体のリ
ン酸化状態をモニターした。このリン酸化は

概日リズムによって起こり、G1/S 移行を正に
制御する。時計転写因子の動態を調べるため
に、新たに C. merolae の形質転換系を開発し
（発表論文、雑誌論文④⑨）、タグ融合時計
転写因子株を作成した。光合成活性の変化が
概日リズムに反映される機構を調べるため
に、時計転写因子に結合するタンパク質をプ
ロテオーム解析によって探索した。 
 
４．研究成果 
C. merolaeを定常光下で非同調培養し、光

合成阻害剤を加えると、E2F 複合体のリン酸
化リズムがリセットされることから、光合成
活性の変化と概日リズムの間には関連があ
ることが示された。次に光合成が細胞内の酸
化還元状態を変化させることを考慮し、非同
調連続暗闇下で抗酸化剤処理を行った。その
結果、概日リズムが形成されることが分かっ
た。すなわち、真核藻類の概日リズムは、葉
緑体(共生体)からの還元力の変化(レトログ
レードシグナル)によって調整され得る。こ
のことから、環境（光、温度、栄養塩など）
の変化が、光合成活性の変化を通じて概日リ
ズムに反映され、TTFL のみによる時計を微調
整している可能性が示唆された。このように
概日リズムが宿主と共生体との相互作用に
よって形成されることが、光合成と細胞周期
進行との時間分業を適切に行うことに重要
であると考えられる。 
光合成活性の変化が、概日リズムの形成に

関係することは上記の実験によって判明し
たが、光合成に由来する還元力の変化を TTFL
がどうやって検知するかは不明であった。ま
ず、昼夜サイクルにおける時計転写因子の動
態を調べるために。時計転写因子に HA タグ
を融合した形質転換体を作成し、抗体染色法
を用いて細胞内局在の時空間的挙動を解析
した。その結果、転写因子と性質から細胞核
に常に存在すると予測していたが、昼夜サイ
クルにおいてその細胞質もしくは細胞核内
へと局在を変化させていた。この局在の変化
は転写因子の活性と関係すると思われる。ま
たイムノブロット解析により、時計転写因子
のリン酸化レベルが昼夜の間に変化するこ
とが分かった。転写時計因子は転写翻訳レベ
ル以上に複雑な制御により概日リズムの形
成に関わっていることが示唆された。 
しかしながら、我々の実験では、細胞時計

転写因子に細胞内の酸化還元状態の変化を
検知するような活性のあるチオール基を発
見することはできなかった。このことから、
時計転写因子に作用し、かつ酸化還元状態を
検知できるタンパク質の存在が示唆された。
そこで、HA 融合時計転写因子を免疫沈降法で
集め、LC/MS-MS によるショットガン解析を行
った。その結果、時計転写因子に結合するタ
ンパク質を1つ発見することが出来た（以下、
時計結合タンパク質とする）。FLAG タグ融合
時計結合タンパク質と HA 融合時計転写因子
を両方発現する株を作成し（方法開発―発表



論文④⑨）、両者の相互作用を確認した。確
かに両者が結合することが示され、さらに昼
夜において結合レベルが変化することが分
かった。時計結合タンパク質の時計転写因子
への結合が、転写因子の活性を変化させ、概
日リズムの形成において何らかの影響を与
えていることを示唆している。 
時計結合タンパク質は、２つのシステイン

残基を有している。このタンパク質のオルソ
ログはこの細胞内の酸化還元を検知して、結
合相手のタンパク質の活性を変化させるこ
とが報告されている。よって時計結合タンパ
ク質が細胞内の酸化還元状態をモニターし、
その情報を時計転写因子へと伝達している
可能性は高い。時計結合タンパク質のシステ
イン残基の酸化還元状態の変化と、概日リズ
ムの変化を調べることで、細胞内酸化還元状
態の変化が TTFL に伝達される機構が理解さ
れるであろう。 
本研究では、共生体の好気エネルギー代謝

が、宿主の概日リズムを調整し、細胞周期進
行を行うタイミングを決定に影響を及ぼす
ことを示した。これは、真核細胞が自身の安
全な細胞増殖と、有毒な側面をもつ共生体の
好気的エネルギー代謝をどのように両立し
ているのかという問題と、過去に別々の独立
した生物であった真核宿主と共生体の祖先
がどのように一つの真核細胞として成立し
たのかという問題を考えるうえで大きな示
唆を与える。 
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