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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアの概日リズム発生には、時計タンパク質KaiCが中心的役割を担っているこ
とがわかっている。本研究ではKaiCに結合するタンパク質であり、DNA複製開始因子として知られるDnaAの解析を行っ
た。dnaAを破壊しても細胞は生育が可能であったが，その概日リズムの周期が短周期になり、さらに、変異体において
細胞分裂異常がおこることが示唆された。DnaAは、KaiCと相互作用して概日時計を調節するとともに、概日時計による
細胞周期の調節機構の一部として働いているのではないかと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Circadian rhythm is an endogenous oscillations of physiological activities with a 
period of ~24 h. Many organisms have circadian rhythms and use the rhythms to enhance their fitness in a 
day/night changes. Cyanobacterium is only prokaryotes that have circadian rhythms. In cyanobacterium 
Synechococcus elongatus PCC 7942, kaiA, kaiB and kaiC are essential genes for circadian rhythm 
generation. I analyzed about DnaA, which is known as DNA replication initiation factor in bacteria and is 
KaiC-association protein. The mutants with inactivated dnaA were viable, however, shortened the period of 
circadian rhythm in Synechococcus elongatus PCC 7942. It was also found that there was relationship 
between DnaA and cell division and circadian clock. It is thought that DnaA modifies the circadian rhythm 
and cell cycle by interacting with KaiC.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 生物時計
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）生物の様々な現象が、約２４時間の周
期をもって自律的に振動することはよく知
られており、そのようなリズムを概日リズム
と言う。概日リズムは体内にある概日時計と
いう生物時計によって形成されており、昼夜
変動という環境リズムに適応するために発
達したリズム現象である。また、生物は環境
リズムとは独立した細胞周期のリズムも持
つ。細胞周期自体は外部環境とは独立して振
動しているが、同時に概日時計に制御されて
もいる。 
 
（２）概日時計が時刻依存的に生理活性を阻
害する現象は Gating と呼ばれ，細胞分裂が
Gating されることは、紫外線による DNA 損
傷の抑制や、発生や成長を環境に適応して調
整するなど、生物にとって重要な役割を持つ
と考えられている。しかし、細胞分裂の
Gating がおこる分子機構は、明らかになって
いない点が多い。 
 
（３）様々な生物において概日リズムが観察
されているが、酸素発生型の光合成を行うシ
アノバクテリアは、概日リズムが観察されて
いる唯一の原核生物である。シアノバクテリ
アでは、kaiA, kaiB, kaiC という三つの時計
遺伝子群が概日リズムを支配している。単細
胞性のシアノバクテリア Synechococcus 
elongatus PCC 7942 でも、細胞分裂は概日
時計に制御されており，夜の前半に細胞分裂
が抑制されていることが知られている。さら
に、細胞分裂時に細胞の中央に現れる細胞分
裂装置（Z リング）の形成が、時間依存的に
抑制されることが、シアノバクテリアにおけ
る概日時計による細胞周期の調節機構とな
っていると考えられている。 
 
（４）概日時計タンパク質 KaiC は RecA / 
DnaB superfamilyに属するATPaseであり、
細胞分裂の Gating は、KaiC の ATPase 活性
と相関していること、また、Z リング形成が
KaiC の ATPase 活性の変異体において異常
になることから、KaiC の ATPase 活性の変
化が細胞分裂装置の関連因子の転写を調節
することで、細胞の中央での Z リング形成を
抑制すると考えられている。 
 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、概日時計による細胞周期調
節の分子機構解明のために、単細胞性のシア
ノバクテリア Synechococcus elongatus 
PCC 7942 をモデル系として、概日時計タン
パク質 KaiC が、細胞分裂時に細胞の中央に
現れるZリング形成を時間的に調節する分子
機構を明らかにすることを目的としている。 
 
（２）大腸菌や枯草菌における先行研究によ
って、Z リングを細胞の中央に正確に形成す

るためには、Min システムと Nucleoid 
Occlusion という二つの機構があることが
わかっている。Min システムでは Min タン
パク質が細胞膜上を振動しながら移動する
ことによって細胞の両極におけるZリングの
形成を抑制するのに対して、 Nucleoid 
Occlusion ではヌクレオイド上に一様に結合
するタンパク質が、ヌクレオイド上に Z リン
グが形成されることを防ぐことによって、ヌ
クレオイド上での分裂を抑制し、染色体が正
確に分配されると考えられている。 
 
（３）シアノバクテリアでは大腸菌等と同様
に Min システムが細胞極での分裂を抑制し
ているのに対して，Z リングがヌクレオイド
上 に も 形 成 さ れ る こ と か ら Nucleoid 
Occlusion は機能していないと考えられてき
た。しかし、最近の研究からシアノバクテリ
アでも、ヌクレオイド構造と Z リング形成に
は関連があることがわかったため、複数コピ
ーのゲノムがあるシアノバクテリアでも、大
腸菌ほど厳密ではないが、DNA 複製分配と
細胞分裂がある程度協調しておこるために、
ヌクレオイド状態によってZリング形成を制
御する機構が働いていると考えられるよう
になった。 
 
（４）私は、概日時計タンパク質 KaiC が
DNA 結合能を持つことや、シアノバクテリ
アのヌクレオイド構造が約２４時間周期で
変化を繰り返していることから、KaiC は
DNA に結合しヌクレオイド構造を制御する
ことによって、遺伝子発現調節を介さずに、
DNA の複製分配とある程度は協調して Z リ
ンク形成を制御するのではないかと考えた。 
 
（５）そこで、ヌクレオイド構造とその時間
的な変動に着目し、概日時計が細胞分裂を時
間的に調節する分子機構について、時計タン
パク質 KaiC が直接ヌクレオイドに作用して
関与するのか、または細胞分裂装置の発現等
を介して間接的に制御するのかを検証する
ことを目的として解析をおこなった。 
 
（６）さらに、概日時計による細胞周期制御
機構の全貌を明らかにするために、概日細胞
周期制御機構因子(Gating 因子)の探索を行
うことも目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）概日時計による細胞分裂制御機構にヌ
クレオイド構造の制御が関与するかを検証
する。 
 ヌクレオイド構造と細胞分裂の時間変
動を測定する。また、これらの間の因果関
係を明らかにするため、ヌクレオイド構造
を人為的に変化させ、影響を測定すること
を試みた。 
① 明暗サイクルを与えることによって、



概日時計を同調させた Synechococcus 
elongatus PCC 7942 を用いて、ヌクレ
オイド構造と細胞分裂、Z リングをあ
つくる FtsZ の局在をフローサイトメ
トリーや免疫蛍光顕微鏡法によって測
定する。 

② 阻害剤を添加することによって、ヌク
レオイド構造を人為的に変化させる。
また、転写阻害剤を添加することによ
って、細胞全体の転写を抑制しヌクレ
オイド構造を人為的に変化させ、その
時のヌクレオイド構造と細胞分裂、
FtsZ の局在をフローサイトメトリー
や免疫蛍光顕微鏡法によって測定する。
その結果をもとに、ヌクレオイド構造
と細胞周期の関係を解析する。 

 
（２）DnaA の細胞内での機能を細胞周期と
概日時計の両面から解析する。 
 原核生物において複製開始因子として
知られている DnaA が、概日時計タンパク
質 KaiC と相互作用することを明らかにし
たため（北山、未発表）、DnaA の機能解析
を遺伝学的、生化学的に行った。 
① dnaA 破壊株を作製し、概日時計お

よび細胞周期への影響を測定する。 
②  dnaA の過剰発現株を作製し、概日

時計および細胞周期への影響を測
定する。 

③  dnaA の機能ドメイン（DNA 結合
モチーフ、ATPase モチーフ）の解
析を行う。 

④  大 腸 菌 発 現 系 を 用 い て
Synechococcus elongatus PCC 
7942 のDnaAを精製する方法の検
討する。 

⑤ DnaA の特異的抗体の作製 
⑥  エピトープタグを付加したdnaAを

Synechococcus elongatus PCC 
7942 細胞で発現する系を構築する。 

 
（３）KaiC と DnaA の結合に基づいて、概
日時計タンパク質 KaiC による細胞周期制御
機構を調べる。 
 DnaA と KaiC の相互作用を調べること
で、KaiC が細胞分裂時に現れる Z リング
形成を時間的に調節する分子機構を明ら
かにすること試みた。 
① KaiC と DnaA の Synechococcus 

elongatus PCC 7942 細胞内での相互
作用を、免疫沈降法を用いて解析する。 

② in vitro pull down 法を用いて KaiC と
DnaA の相互作用解析を行う。 

 
 
４．研究成果 
（１）多くの生物は昼夜の環境変動に適応す
るため、体内に約２４時間周期のリズムを発
生する概日時計を持っており、シアノバクテ
リアは概日時計をもつ最も単純な生物とし

て知られている。これまでの研究からシアノ
バクテリア Synechococcus elongatus PCC 
7942 の概日リズム発生には kaiA, kaiB, 
kaiC 遺伝子群が必須であり、特に時計タンパ
ク質 KaiC が中心的役割を担っていることが
わかっている。 
 
（２）KaiC に結合するタンパク質のスクリ
ーニングを行った結果、原核生物の DNA 複
製開始因子 DnaA が同定された（北山、未発
表）。そのため、DnaA のシアノバクテリアで
の機能を細胞周期と概日時計の両面から解
析し、DNA 複製開始因子である DnaA が概
日時計の周期を調節していることを明らか
にした。また、DnaA による周期調節は KaiC
を介していることもわかった。 
 
① Synechococcus elongatus PCC 7942

の DnaA は原核生物に保存されている
DNA 複製開始因子 DnaA と相同性が
高く、同様の機能を持つと考えられた。
し か し 、 Synechococcus elongatus 
PCC 7942 の dnaA を破壊して表現型
を観察した結果、細胞は生育が可能で
あることがわかった。DNA 複製は生物
にとって必須機能であるが，シアノバ
クテリアでは dnaA を破壊しても生育
に 影 響 は な か っ た た め 、
Synechococcus elongatus PCC 7942
の dnaA は DNA 複製開始因子として
の機能をもたないか、もしくは、シア
ノバクテリアでは DNA 複製開始機構
が大腸菌等とは異なっていることが考
えられる。 

② 概日リズム機構での機能を解析するた
めに、dnaA 破壊株の概日リズムの測
定を行った結果、リズムは発振してい
たが、その周期が短周期になることが
わかった。 

③ dnaA 変異体において細胞分裂が抑制
されることが示唆された。これまでの
研究から、細胞周期は概日時計に調節
されており、KaiC の ATPase 活性が細
胞分裂を調節することが示唆されてい
る。本研究の結果から、DnaA は、KaiC
と相互作用して概日時計を調節すると
ともに、概日時計による細胞周期の調
節機構の一部として働いているのでは
ないかと考えられる。 

④ DnaA と KaiC の相互作用を明らかに
するため、大腸菌発現系を用いて
Synechococcus elongatus PCC 7942 
の DnaA と KaiC の精製を行い、in 
vitro pull down 法での解析、さらに
DnaA の特異的な抗体を作製し、シア
ノバクテリア細胞内での相互作用を免
疫沈降法で解析すること試みた。相互
作用解析は、現在継続して行っている。 
 

（３）これらの研究から、シアノバクテリア



においては、概日時計本体である時計タンパ
ク質 KaiC が、DNA 複製開始因子のホモログ
であるDnaAとなんらかの相互作用しており、
直接細胞周期を調節している可能性が考え
られた。 
 細胞分裂装置と時計タンパク質との相互
作用について、今後さらに調べることが必要
である。また、概日時計による転写制御が基
になり細胞周期が調節されている可能性に
ついても、解析を進めることが重要である。 
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