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研究成果の概要（和文）：ルシフェラーゼレポーターを用い、生きた細胞においてタンパク質量をリアルタイム測定す
る手法の開発と、その手法の生物時計研究への応用を試みた。モデル系として、緑藻クラミドモナスの時計タンパク質
を用いた。その結果、クラミドモナスの時計タンパク質ROC15, ROC40, ROC66, ROC75のタンパク質量を反映するレポー
ターの作製に成功した。さらに、このレポーターシステムを用いて、ROC15の光誘導性の分解機構を見出し、その性質
の詳細な解析を行うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We tryed to develop a monitoring system for protein levels in vivo in real time 
and to apply the system to studies for the circadian clock. For this purpose, we used clock proteins of 
the green alga Chlamydomonas as a model. As a result, we succeeded in monitoring of levels in ROC15, 
ROC40, ROC66, and ROC75 Chlamydomonas clock proteins in vivo in real time. In addition, we succeeded in 
analyzing properties of the clock proteins by using this system.

研究分野： 生物時計
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１．研究開始当初の背景 
 ルシフェラーゼレポーターは感度・定量
性・簡便性に優れ、遺伝子発現の活性を測
定する技術として生命科学の多岐にわたる
分野で利用されている。特に、この技術を
生細胞に適用し、さらにゲノム解析のスケ
ールにまで大規模化した「生物発光リアル
タイム測定システム」（JST 先端計測分析技
術・機器開発事業、平成 17～21 年度、チー
ムリーダー：石浦正寛）は、次世代シーク
エンサーの登場で新時代を迎えた遺伝学に
おいて鍵となるシステムである。しかし、
ルシフェラーゼを用いたこれまでのレポー
ターアッセイは、専らプロモーターの活性
に着目したものであった。近年めざましく
理解の進んでいる転写後制御の重要性や、
ゲノム配列解読後のタンパク質の動態の理
解の重要性の観点から、今後はタンパク質
の量的変動を正確に測定できるレポーター
が不可欠である。 
 我々の研究グループは、シアノバクテリ
ア、高等植物、緑藻の生物時計遺伝子を世
界に先駆けて同定し、植物界全体の生物時
計の理解に向けて研究を進めてきた
（Ishiura et al., Science, 1998, 281:1519-23; 
Onai and Ishiura, Genes Cells, 2005, 
10:963-72; Matsuo et al., Genes Dev., 2008, 
22:918-30）。これらの研究においては、従来
のプロモーター活性に着目した生物発光リ
アルタイム測定法を活用してきた。この手
法は、概日リズム測定の大規模化を可能に
し、時計変異体の順遺伝学的スクリーニン
グを実現させた。さらに、時計遺伝子の転
写レベルでの制御機構の解析に絶大な威力
を発揮し、時計遺伝子間の転写制御のフィ
ードバックループ構造の解明に大きく貢献
した。現在、生物時計研究は転写レベルで
のフィードバック制御の解析が一段落し、
時計タンパク質の研究が主流となりつつあ
る。そのため、時計タンパク質の経時的な
動態を正確にレポートする手法が待望され
ている。 
  
２．研究の目的 
 本研究は、緑藻クラミドモナスの時計タ
ンパク質をモデルとして、従来のプロモー
ターのレポーターに代わる、「タンパク質量
レポーター」を開発し、時計タンパク質量
のリアルタイムモニタリングを目指した。 
 
３．研究の方法 
 クラミドモナスの時計遺伝子 ROC15、
ROC40、ROC66、ROC75 のゲノム DNA 断
片をクローニングし、各遺伝子の終始コド
ンの直前に、ルシフェラーゼのコード配列

を挿入した。ルシフェラーゼコード配列の
コドンは、クラミドモナスの核ゲノムのコ
ドン使用頻度に最適化した。これらのレポ
ーター遺伝子をクラミドモナスの核ゲノム
に挿入した。 
 生物発光の検出には高感度生物発光測定
装置（JST 先端計測分析技術・機器開発事
業「生物発光リアルタイム測定システム」
成果品）を用いた。 
 
４．研究成果 
 作製したレポーター株の生物発光の変動
は、それぞれの時計タンパク質量を変動と
ほぼ同じパターンを示したことから、各時
計タンパク質の量を示すレポーターとして
有用であることがわかった（Niwa et al., 
PNAS, 2013, 110:13666-13671）。 
 また、様々の光条件下で上記レポーター
の生物発光を測定した結果、ROC15 ルシフ
ェラーゼレポーター（ROC15-LUC）の生物
発光は、細胞が外界からの光を浴びた直後
に急速に減少することを見出した。詳細な
解析の結果、この生物発光の減少は、ユビ
キチンプロテアソーム系による ROC15 タ
ンパク質の分解を反映したものであること
が明らかになった（Niwa et al., PNAS, 2013, 
110:13666-13671）。 
 レポーターの完成により、ROC15 タンパ
ク質の光誘導性分解の特徴を詳細に解析す
ることが可能となった。そこでこの現象を
引く起こす光の波長特性を調べた結果、赤
色光が極めて有効であることがわかった。
クラミドモナスにおいては赤色光を主とし
て吸収する光受容体はまだ見つかっていな
いため、この結果は未知の光受容伝達経路
の存在を示唆している（Niwa et al., PNAS, 
2013, 110:13666-13671）。 
 そこで我々は、生物発光リアルタイム測
定システムを活用して、ROC15 の光誘導性
の分解に異常を来す変異体の分離を行い、
10 変異体を分離することに成功した。それ
らの中には、赤色光特異的に異常を示す変
異体も含まれていた（未発表）。 
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