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研究成果の概要（和文）：  

藍色細菌、緑藻（クラミドモナス）、高等植物（シロイヌナズナ）で生物時計の解析を進めた。

1. 藍色細菌の KaiABC 時計タンパク質複合体の相互作用部位を同定した。2. クラミドモナス

の ROC 時計タンパク質の機能解析を行った。また、核の遺伝子発現を連続的に観察するため

に核レポーター株を作製した。3．開発した圧倒的な処理能力のある生物発光リアルタイムモ

ニタリングシステムを用いて、シロイヌナズナでの大規模突然変異体分離を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We studied circadian clocks in cyanobacteria, green algae, and higher plants. 1) in 
cyanobacteria, we identified the amino acid residue necessary for KaiA-KaiB; 2) in 
green algae, we found the interaction between DNA and clock proteins. We examined 
the complex formation among clock proteins. Additionally, we constructed 
bioluminescence reporter strains for monitoring nuclear gene expression. 3) We 
developed an automated, high-throughput, bioluminescence-monitoring and analyzing 
system. The system is a powerful tool for large-scale screening of mutants followed by 
large-scale detailed analysis of gene expression.  
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１．研究開始当初の背景 
ヒトや高等植物を含むほとんどの生物で、

その活動や種々の生理活性がほぼ 24 時間周

期のリズムを示す。このリズムを概日リズム

と呼び、リズムを発生させる細胞内分子機構

を生物時計と呼ぶ。 
ゲノム研究の結果、植物系の生物時計は構

成分子が進化段階で互いに異なっているこ

とが分かりつつある。藍色細菌の生物時計分
子装置は 3 つの時計タンパク質 KaiA、KaiB、
KaiC のみからなる動的なタンパク質複合体
であり、それが時計発振装置である。藍色細
菌は生物時計研究の最先端に位置している。
植物の時計遺伝子はこれまでほとんど同定
されていなかったが、最近我々は、クラミド
モナスとシロイヌナズナでも生物発光リア
ルタイムモニタリング系を開発し、時計遺伝
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子（時計関連遺伝子を含む）の網羅的同定・
クローニングに成功した。 

 
２．研究の目的 

藍色細菌の時計分子装置の時計発振には、

時計装置の周期的な化学修飾（例えばリン酸

化）を含めた構造変化と、それに伴う酵素活

性の変化、酵素反応の結果がもたらす次の構

造変化のサイクルが重要と考えている。時計

装置のこのような動的構造変化を NMR や

ESR で解析し、生物時計の特徴である 1) 時

計の自由継続性（恒常条件下で自律的にほぼ

24 時間周期のリズムを継続発振する）、2) 周

期の 24 時間への調節、3) 周期の温度補償性

（時計発振の周期はほとんど温度に影響さ

れない）を司る分子機構を解明する。 

 藍色細菌と同様に、クラミドモナスとシロ

イヌナズナでも分子遺伝学的研究から始め

て、構造生物学的解析や生化学的解析を進め、

時計分子装置の構造と機能を解明する。また、

両者で時計遺伝子や時計関連遺伝子を比較

して、植物時計の構成分子の多様性と進化に

ついて考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) 藍色細菌の時計タンパク質、時計関連タ

ンパク質、及びそれらの複合体の構造解析 
① 時計発振の分子機構の解明に不可欠な

KaiA-KaiB-KaiC 複合体の構造解析を進め、

複合体の相互作用部位を同定し、Kai タン

パク質複合体が周期的に会合・解離する分

子機構を解明する。また、複合体構造の変

化に伴う個々のタンパク質の構造変化に

ついて解析する。 
② 時計関連タンパク質 SasAの構造および機

能の解明を進め、KaiA-KaiB-KaiC 複合体

が発振する時間情報を SasA がどのように

受け取り、遺伝子発現系へ伝達するかを解

明する。 
 
(2) クラミドモナス時計タンパク質の解析 
① 以前に同定した 30 個の時計遺伝子（時計

関連遺伝子を含む）の機能解析を行う。同

定した遺伝子の中には機能ドメインと予

測される部分が高等植物の時計遺伝子や

花成制御遺伝子と類似したものが 4 つ含

まれており（ROC15 および ROC75 は時計

タンパク質 PCL1 に極めて類似した GARP
モチーフを持つ。ROC40 は同じく時計タ

ンパク質 LHY および CCA1 に類似した

MYB ドメインを持つ）、これらの機能ドメ

インが実際に DNA 結合に関わるか否かを

検証する。また、これらの時計タンパク質

が細胞内でどのような複合体を形成して

いるかを、時計タンパク質にタグを付けて

クラミドモナスで発現させ、解析する。 
② 核からミトコンドリアや葉緑体への時間

情報伝達の機構を解明するために、核ゲノ

ムに生物発光遺伝子を組み込んだ核のレ

ポーター株を作製する。 
 
(3) シロイヌナズナの時計タンパク質の解析 
① シロイヌナズナとイネでは、時計タンパ

ク質 PCL1 と時計関連タンパク質 PCLL
（Onai et al., 2005, Genes Cells）の全長と各

ドメインを大腸菌あるいは小麦胚芽試験

管内翻訳系で生産する。 
② pcl1 を含めた 35 個の突然変異体のうちで、

既知の時計遺伝子や時計関連遺伝子には

変異を持たない新規のものが 7 つ見つか

っている。この 7 つの変異体の原因遺伝子

をポジショナルクローニングして分子遺

伝学的・分子生物学的にその機能を解析す

る。 
③ ハイスループットの生物発光リアルタイ

ムモニタリングシステムを開発し、原因遺

伝子を網羅的にクローニングすることに

より、時計遺伝子発現制御ネットワークを

解明する。 
 
４．研究成果 

(1) 藍色細菌の生物時計 
Kaiタンパク質複合体の相互作用部位を

ESR解析により同定した。ESRはタンパク質の

局所的な運動変化を検出するのに非常に有効

なツールである。本研究はESR法を生物時計

の研究に応用した初めての実験であり、それ

により、結合が弱くゲル濾過クロマトグラフ

ィーやNative PAGE法では観察されなかった

KaiA-KaiB間相互作用を初めて証明し、相互作

用部位を同定するのに成功した。また、これ

まであまり注目されてこなかったKaiBの構造

と機能について研究を進め、KaiBが温度や塩

濃度など様々な条件に応じて構造を変えるこ

と、このKaiBの構造変化に伴ってKaiCに対す

る結合親和性を変えることなど、KaiBが非常

に興味深い性質を持っていることを明らかに

した。 
また、時計関連タンパク質SasAやPexの解析

を進め、これらがどのようにKaiABC時計分子

装置と相互作用しているかの検証を進めた。 
① スピンラベルを導入したアミノ酸残基近

傍の構造変化を検出する電子スピン共鳴

法（ESR法）によって、KaiA-KaiB間の1:1
の化学量論的相互作用を証明し、相互作用



 

 

部位を同定した(Mutoh et al., 2010)。 
同様に、ESR法
により、

KaiB-KaiC間、

KaiA-KaiC間
の相互作用部

位の同定を進

めている。現在

KaiCの添加に

よりESRシグ

ナルに変化が生じるスピンラベル導入部

位をKaiB上のアミノ酸残基に4カ所（Mutoh 
et al., 未発表データ）、KaiA上のアミノ酸

残基に6カ所、また、KaiAの添加によって

ESRシグナルに変化が生じるスピンラベ

ル導入部位をKaiC上のアミノ酸残基に10
カ所同定している（Ishii et al., 未発表デー

タ）。 
② ESR解析により、KaiB構造が温度により変

化することを明らかにした(Mutoh et al., in 
press)。また、KaiB-KaiC間の結合親和性も

、温度によって変化することを明らかにし

ており(Nishimura et al., 未発表データ)、両

者の相関についてさらなる解析を進めて

いる。 
③ オリゴマー構造の異なる変異体KaiBを分

離し、その変異体KaiBは野生型に比べKaiC
に対する結合親和性が高いことを明らか

にした(Murakami et al., 論文準備中)。 
KaiBのオリゴマー構造は塩濃度によって

影響を受け変化することを明らかにして

おり(Yasui et al., 未発表データ)、オリゴマ

ー構造と機能の関わりについてさらなる

解析を進めている。 
④ SasAの機能解析を行い、KaiCのリン酸化

状態およびSasAのリン酸化状態によって、

SasA-KaiC複合体の結合親和性が変化する

ことを明らかにした(Swain et al., 論文準

備中)。 
⑤ KaiB-KaiCおよびSasA-KaiC複合体の電子

顕微鏡解析をすすめている。 
⑥ 時計関連

タンパク

質Pexの結

晶構造を

決定した。

また、Pex
がkaiAの
上流域に

結合し、kaiAの発現を抑制するリプレッサ

ーであることを明らかにした（Kurosawa et 
al., 2009）。 

 

(2) クラミドモナス時計タンパク質の解析 
遺伝子のサーカディアン発現に欠陥を生じ

たクラミドモナス突然変異体を解析して同定

した6つのROC時計遺伝子の研究を進めた。

ROCタンパク質は、核に局在することが示さ

れ、核において遺伝子のサーカディアン発現

を制御していることが示唆されているが、緑

藻における生物時計はまだほとんど解明され

ていない。 
我々は、核とゲノムを持つ細胞内小器官（

葉緑体およびミトコンドリア）の時間情報の

ネットワークを調べる上で、クラミドモナス

をモデルとして確立させることを目指してい

る。そのため、核、葉緑体、ミトコンドリア

の遺伝子発現をそれぞれ異なる色の生物発光

で同時にモニタリングする系の構築を目指し

ている。本研究で、核と葉緑体の2つのレポー

ター系を作製し、続いて、ミトコンドリアの

遺伝子発現をモニターするレポーター系の作

製を試みている。 
① 時計遺伝子（ROC15, ROC40, ROC55, 

ROC66, ROC75, ROC114）の発現量の昼夜

の変化を調べたところ、昼に高いもの、

夜に高いもの、昼夜ほぼ一定のものが見

られた（Matsuo et al., 2008）。また、個々

の遺伝子の欠損や過剰発現が、他の時計

遺伝子の発現に与える影響を調べた。 

②  DNA結合モチーフを持つROC時計タン

パク質が、DNAと結合するか否かを検証

し、いくつかのROCタンパク質でDNAと

の結合を確認した。また、ROCタンパク

質の局在を調べたところ、多くのROCタ
ンパク質は核に局在することがわかった

（Iida et al., 未発表データ）。 
③ ROCタンパク質にルシフェラーゼを融合

した融合タンパク質を、クラミドモナス

細胞で発現させた。タンパク質を可溶化

し、ゲル濾過クロマトグラフィーによっ

て分子サイズで分画し、どの画分がルシ

フェラーゼ活性を有しているか否かを調

べたところ、ROCタンパク質の多くは高

分子の画分に含まれることがわかった。



 

 

これは、ROCタンパク質が単独ではなく

複合体を形成して細胞内に存在している

ことを示唆する（Ishiguro et al., 未発表デ

ータ）。 
④ ROCタンパク質複合体を精製するため、

精製タグを融合させた時計タンパク質を

クラミドモナス細胞で発現させ、融合タ

ンパク質が時計として機能することを確

認した(Iida et al., 未発表データ）。タンパ

ク質の発現量が低いため、精製タグの選

択などによって発現量を増やす方法を検

討している。 
⑤ 核からミトコンドリアや葉緑体への時間

情報の伝達機構を解明するため、クラミ

ドモナスの核ゲノムの使用コドンに最適

化した赤色ルシフェラーゼ遺伝子（鉄道

虫由来）を人工合成し、核ゲノムに組み

込んで核のレポーター株を作製した（

Niwa et al., 未発表データ）。 
 
(3) シロイヌナズナの生物時計の解明 
① PCL1およびPCLLの大腸菌での発現・精製

を試みた。どちらのタンパク質も精製後、

分解が非常に速く、自己分解活性があるの

ではないかと考えられた。 
② 圧倒的な処理能力のある生物発光リアル

タイムモニタリング・スクリーニングシス

テムを、JST受託事業で開発し、シロイヌ

ナズナにおいて、大規模突然変異体スクリ

ーニングに応用した。 
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