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研究成果の概要（和文）：藍色細菌（シアノバクテリア）から我々ヒトに至るまで、ほぼ全ての生物は生物時計
を持っています。生物時計に重要な遺伝子は時計遺伝子と呼ばれますが、時計遺伝子は進化の過程であまり保存
されていません。本研究では、藍色細菌、緑藻、高等植物の3つの光合成生物の生物時計に着目して解析を行い
ました。その結果、これらの生物時計の共通点と相違点が明らかになってきました。この成果は、生物時計の進
化の解明に寄与します。

研究成果の概要（英文）：From cyanobacteria to human, most organisms on the earth have the circadian 
clock. However, clock genes, essential genes for the clock, are not conserved during evolution of 
organisms. In this study, we analyzed the three circadian clocks from cyanobacteria, green algae, 
higher plants, and revealed common and different features of these clocks. This outcome contributes 
to understanding the evolution of circadian clocks.

研究分野： ナノ生物学、ゲノム機能学
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１．研究開始当初の背景 
生物時計は藍色細菌（シアノバクテリア）

から我々ヒトに至るまで、ほぼすべての生物
がもつ計時機構である。これは地球の自転に
伴う昼夜の環境変化に適応するために、生物
が進化の過程で獲得した機構である。生物時
計の構成因子をコードする遺伝子（時計遺伝
子）は、1984 年にショウジョウバエで period
が同定されて以来、様々なモデル生物で次々
と同定されてきた。その中で驚いたことは、
時計遺伝子が進化の過程で保存されていな
いことであった。生物時計は、24 時間という
極めて長周期の振動や温度補償性など、生化
学的に際立った特性があり、そのような特性
が異なる分子で作られている事実は大変興
味深い。また、このような多様性がどのよう
に生じたのか、なぜ生じたのかなど、生物時
計の進化的な側面は未解明である。 

 研究代表者は、これまで光合成生物の生物
時計の研究を行ってきた。まず、藍色細菌に
おいて、生物発光を指標としたリズム測定系
を開発し（Kondo et al., 1993, PNAS）、変異体
を分離し（Kondo et al., 1993, Science）、時計
遺伝子を同定した（ Ishiura et al., 1998, 
Science）。その後、分子生物学、生化学、構
造生物学の手法を駆使し、藍色細菌の生物時
計の分子・原子機構の解明を進めてきた。次
に、高等植物（シロイヌナズナ）にも実験系
を拡張し、リズム測定系の開発と変異体の分
離（Onai et al., 2004, Plant J）、時計遺伝子の同
定に成功した（Onai and Ishiura, 2005, Genes 
Cells）。さらに、近年では緑藻（クラミドモ
ナス）の生物時計の解析も進め、測定系の開
発（Matsuo et al., 2006, Mol Cell Biol）、変異体
の分離・時計遺伝子同定に成功した（Matsuo 
et al, 2008, Genes Dev）。これらの研究から以
下の二点が明らかになった。１）緑藻と高等
植物の時計タンパク質（時計遺伝子のコード
するタンパク質）のアミノ酸配列の保存性は
高くないが、いくつかの時計タンパク質にお
いて同じモチーフおよびモチーフ構成が見
られる（Matsuo et al, 2008, Genes Dev; Matsuo 
and Ishiura, 2010, Int Rev Cell Mol Biol; Matsuo 
and Ishiura, 2011, FEBS lett）。２）藍色細菌の
時計タンパク質は緑藻・高等植物のいずれの
時計タンパク質とも相同性がない。これらか
ら生物進化における植物時計の歴史は次の

ように推測される。藍色細菌の時計遺伝子は
真核生物への共生により葉緑体化した後に
失われた。緑藻や高等植物の生物時計は共通
の起源を持つが、その後、ある程度多様化し
た。 
２．研究の目的 
 本研究では、藍色細菌、緑藻、高等植物の
生物時計の解析を進めると共に、緑藻を基盤
として、それらの時計の互換性を明らかにす
ることで、植物時計の起源や進化・多様性に
関する理解を深めることを目的とした。 
３．研究の方法 
 藍色細菌時計は生化学、構造生物学の手法
を用いて解析を行った。緑藻時計に関しては、
時計遺伝子 ROC75 の解析を中心に、遺伝学
的手法を用いて行った。 
 緑藻の葉緑体に藍色細菌の時計遺伝子を
移入し、葉緑体の概日リズムへの影響を調べ
た。また、緑藻の ROC75 遺伝子と高等植物
の PCL1 遺伝子の緑藻時計における互換性に
関して解析を行った。 
 

４．研究成果 
緑藻時計の解析 
高等植物の生物時計において、GARP 型

DNA 結合モチーフを持つ転写因子 PCL1 が、
リズム発振において非常に重要な役割を持
つことが明らかになっている（Onai and 
Ishiura, 2005, Genes Cells）。クラミドモナスに
おいてGARP型転写因子をコードする時計遺
伝子は ROC15 と ROC75 の 2 つである。最近
の研究から、ROC15 は生物時計の光リセット
に重要な役割を持つことが明らかになって
きた（Niwa et al., 2013 PNAS）。一方 ROC75
は、恒暗条件下においてリズムが消失する変
異体から同定されて遺伝子であることから、
PCL1 と同様にリズム発振機構に重要である
ことが示唆されていた（Matsuo et al, 2008, 
Genes Dev）。そこで本研究では、ROC75 に関
して詳細な解析を行った。その結果、ROC75
タンパク質は主観的昼に発現する核局在タ
ンパク質であり、他の時計遺伝子を含む多く
の遺伝子の発現を、主観的昼に抑制すること
を明らかにした（論文投稿準備中）。これら
の特徴は、PCL1 と対照的であった。PCL1 タ
ンパク質は evening complex と呼ばれる主観
的夕暮れから主観的夜に形成されるタンパ
ク質複合体の構成因子で、その時間帯に多く
の遺伝子の抑制に関与している。しかし一方
で、ROC75 は PCL1 と類似した配列を認識す



ることを Electrophoresis mobility shift assay に
より明らかにした。これらの結果から、緑藻
と高等植物の生物時計の共通点と相違点が
見えてきた。 

 
 

緑藻時計と陸上植物時計の互換性 
 シロイヌナズナの PCL1 をクラミドモナス
の核ゲノムで発現させ、緑藻時計の構成因子
として機能するか検討した。PCL1 コード配
列のコドンをクラミドモナスの核ゲノムに
最適化し、クラミドモナス ROC75 のプロモ
ーターおよびターミネーターの制御下で主
観的昼に発現ピークを持つように発現させ
た。しかし、この融合 PCL1 遺伝子では ROC75
の欠損変異を相補することは出来なかった。 
おそらく、現在の緑藻と高等植物間では、時
間的な制御以外にも機能分化が起こってい
ると考えられる。実際、時計遺伝子間の相互
作用に関して、シロイヌナズナとクラミドモ
ナスでは異なることが明らかになりつつあ
る。そのひとつが GARP 転写因子（PCL1 お
よび ROC75）と、Myb 転写因子遺伝子
（LHY/CCA1 および ROC40）の関係である。
クラミドモナスでは、ROC75 は直接的に
ROC40 の転写抑制をするが、シロイヌナズナ

では、PCL1 と CCA1/LHYの間に PRR 遺伝子
が介在し、間接的に転写を活性化する。つま
り、高等植物と緑藻では両者の遺伝学的関係
は逆転している。 

 
藍色細菌時計の解析 
藍色細菌の概日時計のメカニズムに関し

て、以下の点を明らかにした。１）ATP を介
した KaiB-KaiC 間の相互作用機序、２）
KaiA-KaiC 間の相互作用機序、３）リズム生
成時における KaiB 単量体－二量体－四量体
相互変換の重要性、４）試験管内再構成した
KaiABC 振 動 体 に お け る KaiA-KaiC 、
KaiB-KaiC 複合成形成リズム。これらの成果
から、リズム発振時における KaiA、KaiB、
KaiC 三者の複合体形成モデルを提唱した。 

 
葉緑体時計 
 クラミドモナスの葉緑体ゲノムに藍色細



菌の kaiABC 遺伝子を発現させた。クラミド
モナスの psbB/T/H オペロンのコード配列を
それぞれ kaiA、kaiB、kaiC に置換したキメラ
遺伝子（各コード配列はコドン最適化）を作
製し、 psbD 遺伝上流の遺伝子間領域に挿入
した。葉緑体の遺伝子発現リズムを生物発光
レポーターで測定した結果、kai 発現株の葉
緑体リズムは、野生型と比較して有意な差が
認められなかった。おそらく Kai 振動体の時
間情報が葉緑体ゲノムの遺伝子発現に伝達
されていないためと思われる。このシステム
は、今後、Kai 振動体の時間情報の出力機構
を解析するためのシステムとして大いに期
待できる。 
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