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研究成果の概要：本研究では単細胞緑藻クラミドモナスを用いて藻類の時計遺伝子および葉緑

体の概日リズム制御因子の網羅的同定を行った。葉緑体ゲノムに組み込んだルシフェラーゼレ

ポーターの概日リズムを指標として「葉緑体概日リズム変異体」を多数分離し、概日時計に重

要な遺伝子（時計遺伝子）や葉緑体の概日リズム制御に関わる遺伝子を同定することに成功し

た。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,370,000  0  1,370,000  

２００８年度 1,350,000  405,000  1,755,000  

    

    

    

総 計 2,720,000  405,000  3,125,000  

 

 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：遺伝・ゲノム動態 

キーワード：生物時計、時計遺伝子、クラミドモナス、葉緑体、生物発光、順遺伝学 

 
１．研究開始当初の背景 
 生物時計はほぼ全ての細胞に備わってい
る機能である。現在までに、いくつかの生物
種で生物時計を構成する遺伝子（時計遺伝
子）が見つかっている。原核生物である藍色
細菌では kaiA、kaiB、kaiC、高等植物のシロ
イヌナズナでは toc1、lhy、cca1、pcl1、菌
類アカパンカビでは frq、wc-1、wc-2、マウ
スやショウジョウバエなどの高等動物では
per、tim、bmal1(cycle)、clock 等である。
いずれの生物でもそれらの遺伝子群が転写
のフィードバックループを形成していると
いう点で共通しているが、アミノ酸の配列自

体は全く保存されていない。生物時計の特性
には温度の変化に対してほとんど影響を受
けないこと（温度補償性）や２４時間という
極めて長い周期で振動することなど、生化学
的に際立った特性がある。そのような特性が
全く異なる遺伝子で作られているという点
は非常に興味深い。より多くの生物種で生物
時計を構成している遺伝子群を同定するこ
とが出来れば、生物時計システムの本質およ
び進化に関する理解を大きく前進させる。こ
れまでに時計遺伝子がクローニングされて
いない概日リズムモデル生物の中で、次に新
規な時計遺伝子を発見できる最有力候補は
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クラミドモナスであった。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまで研究においてルシフェラ
ーゼレポーターを用いた生物発光概日リズ
ム測定系をクラミドモナスの葉緑体で確立
した（Mol. Cell. 
Biol., 2006, 26, 
863-870）。さら
に、その葉緑体
の生物発光リズ
ムを指標にして
１１５個の概日
リズム変異体の
分離に成功した。
本研究では、分
離したリズム変
異体の原因遺伝
子を網羅的に同
定する。これら
の変異体は遺伝
子タギング法に
より作製したも
のであり、ゲノ
ム情報を利用す
ることで原因遺
伝子を容易に同
定することが可能である。次に、同定した多
数の遺伝子を「時計遺伝子」と「葉緑体概日
リズム制御因子」に分類する。時計遺伝子と
はその生物で見られる様々な概日リズム現
象の根源にある生物時計を構成する遺伝子
であるのに対し、ここで言う葉緑体概日リズ
ム制御因子とは生物時計の時間情報を葉緑
体に伝える役割を担った遺伝子のことを指
す（我々の行った研究により、葉緑体のリズ
ムは核にコードされた生物時計の制御下に
あることが証明されている [Mol. Cell. 
Biol., 2006, 26, 863-870]）。 
 
３．研究の方法 
１）タグ遺伝子（ハイグロマイシン耐性マー
カー）とリズム変異との連鎖の確認 
 １１５個の変異体を野生株と交配し、得ら
れた子孫に関してリズム変異とハイグロマ
イシン耐性が連鎖しているかどうか調べた。
ほぼ１００％の確率で連鎖する変異体のみ
を次の解析に進めた。このような変異体はタ
グ遺伝子をゲノム上の一カ所に持ち、それが
リズム変異の原因となっていると予測され
る。（連鎖する確率は次ページ①参照） 
２）タグ遺伝子のコピー数確認 
 連鎖が確認できた変異体に関してサザン
解析によるタグ遺伝子のコピー数の確認を
行った。 
３）TAIL-PCR による破壊された遺伝子の同定 
 Thermal asymmetric interlaced 

(TAIL)-PCR でタグ遺伝子の上流および下流
のゲノム配列を決定した。その配列を Joint 
Genome Institute (JGI)のリリースしたゲノ
ム配列（Chlamydomonas ver3.0）で検索し、
破壊された遺伝子を決定した。 
４）遺伝子相補による確認 
 破壊された遺伝子を含む BAC クローンを
Clemson University Genomics Institute か
ら入手した。目的の遺伝子を含む領域を制限
酵素で切り出し、変異体に移入して、リズム
変異が相補されることを確認した。 
５）核生物発光レポーター株との交配 
 我々の作製したクラミドモナスの核生物
発光レポーター株（ROC15::lucNC および
ROC75::lucNC）を使用した。これらの株とリ
ズム変異体を交配した。 
６）原因遺伝子の分類 
 得られた次世代のうち発光し且つハイグ
ロマイシン耐性のクローンを選別し生物発
光リズムを測定した。 
 
４．研究成果 
１）我々は上記の方法を用いて葉緑体レポー
ターの概日リズムが異常になった変異体を
１０５個分離することに成功した。さらに、
それらの原因遺伝子(Rhythm of 
Chloroplast[ROC]遺伝子)３０個を同定する
ことに成功し、そのうち６個は生物時計を構
成する時計遺伝子であることを示した。６つ
の遺伝子のコードするタンパク質の中には
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の産物と極
めて類似したものが４つ含まれていた。また、
残りの２つは他の生物には見られない緑藻
独自のものであった。これらの結果から、緑
藻の生物時計は高等植物とある程度共通し
た因子と緑藻独自の因子とが複合した時計
であることが明らかになった。 
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２）さらに、葉緑体の生物発光に特異的なリ
ズム変異体（roc81）を分離することに成功
し、この原因遺伝子も同定した。 
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