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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、我々が生物時計研究の新たなモデル生物として確立した単細胞性緑藻クラミド

モナスの時計遺伝子・時計タンパク質の解析を行った。時計遺伝子 ROC75 の過剰発現、発現抑

制実験から、時計遺伝子間（ROC75 と ROC40）の遺伝学的相互作用を明らかにした。また、タ

グを融合した ROC75 タンパク質を発現する細胞を用いて、ROC75 の発現リズムと核局在を明ら

かにした。さらに、ROC75 の DNA 結合ドメインが ROC40 プロモーター領域に結合することも

明らかにした。これらの結果から、ROC75 は時間特異的に発現し、核の周辺領域（Nuclear 
periphery）に局在する転写制御因子であり、ROC75 による ROC40 遺伝子の発現制御はクラミド

モナスの生物時計機構において重要な機構であることが示唆された。この成果は、緑藻の生物時

計の理解に大きく貢献するとともに、高等植物と、緑藻の生物時計の共通点と相違点を明らかに

し、植物時計の進化を探る上で重要な知見である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We analyzed clock genes and proteins in the unicellular green algae Chlamydomonas reinhardtii that is 
a new model system for circadian clock research. We revealed a genetic interaction between ROC75 and 
ROC40 through experiments of overexpression and RNA interference of ROC75 gene. Moreover, We 
expressed ROC75 protein tagged with HA, YFP, and LUC in Chlamydomonas, and revealed that the 
ROC75 protein level is regulated by the circadian clock, and is localized into the nuclear periphery. In an 
in vitro and in vivo assay, we demonstrated that ROC75 binds to the promoter region of the ROC40 gene. 
These results suggest that ROC75 is a transcriptional regulator for ROC40 gene, and the regulation may 
be important for the circadian clock mechanism in Chlamydomonas. These findings will provide new 
insights into the evolution of circadian clocks in the green plant lineage. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物時計は細胞内に備わった分子装置で、

様々な生命現象の起こるタイミングを最適な

時刻に調節している。現在までに、藍色細菌、

高等植物、菌類、昆虫、哺乳類で生物時計を

構成する遺伝子群(時計遺伝子群)が発見され、

それぞれ精力的に分子機構の研究が進められ

ている。 
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 単細胞性の緑藻であるクラミドモナスは、

酵母(Yeast)に例えて、「Green Yeast」とも呼ば

れており、酵母のように分子遺伝学的研究の

優れたモデル生物である (Goodenough, Cell, 
1992)。とりわけ、酵母では出来ない研究（光

合成、鞭毛運動など）において極めて強力な

モデル生物として利用されている。酵母は明

瞭な概日リズムを示さないので生物時計の研

究にはほとんど使えないのに対し、クラミド

モナスは明瞭な概日リズムを示すので、真核

細胞の生物時計モデル系としても大きな可能

性を秘めている。 
 クラミドモナスの生物時計研究の歴史は比

較的古く、1972 年、1974 年に Bruce らが走光

性の概日リズムを指標にしてリズム変異体を

複数分離することに成功している (Bruce, 
Genetics, 1972, 1974)。また、1984 年には

Mergenhargen らも同様の手法でリズム変異体

を分離した (Mergenhargen, Eur J Cell Biol, 
1984)。しかし、当時は遺伝子クローニングを

行える環境がまだ整備されていなかったので、

それらの変異体の原因遺伝子は同定されなか

った。 
 申請者らはクラミドモナスの葉緑体のゲノ

ムに最適化したルシフェラーゼレポーター遺

伝子を人工合成し、それを用いることで葉緑

体の遺伝子発現を生物発光としてリアルタイ

ムに捉えることに世界で初めて成功した。ま

た、この手法により葉緑体の遺伝子発現にお

ける概日リズムが核にコードされた生物時計

遺伝子によって制御されていることを明らか

にした（Matsuo et al., Mol Cell Biol, 2006）。さ

らに、そのリアルタイム測定法を利用した効

率的な順遺伝学的遺伝子同定法を開発した。

これは１）挿入変異体の作製、２）生物発光

による表現型スクリーニング、３）Thermal 
asymmetric interlaced PCR による原因遺伝子の

マッピング、４）全ゲノム配列データベース

に基づいた原因遺伝子の同定からなる。この

方法を用いて葉緑体遺伝子の概日発現リズム

に異常を来す突然変異体を１０５個分離し、

それらの原因遺伝子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（Matsuo et al., 
Genes Dev, 2008）。それらの遺伝子がコードす

る６つの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生物時計や花

成制御に関わる転写因子と極めて類似したも

のが４つ含まれていた（ROC15、ROC40、
ROC66、ROC75）。残りの２つは他の生物には

見られない緑藻独自の F-box タンパク質

（ROC114）と未知タンパク質（ROC55）であ

った。 

２．研究の目的 
 本研究課題では申請者らのこれまでの研究

を発展させ、緑藻の生物時計の分子機構の解

明を目指す。具体的には、１）時計遺伝子の

過剰発現および発現抑制による時計遺伝子間

の発現制御の解析、２）LUC タグを使った時

計タンパク質複合体の解析、３）YFP タグを

使った時計タンパク質の細胞内での空間的挙

動の解析である。転写因子に関しては、４）

クロマチン免疫沈降法でその因子が結合する

プロモーターを同定する。これらの実験によ

り、時計遺伝子が発現した後、時計タンパク

質は何と複合体を形成し、細胞内の何処へ動

くのか、転写因子はどの遺伝子のプロモータ

ーに結合して制御するのか、また、各時計遺

伝子間の遺伝学的な相互関係はどうかを明ら

かにする。 
 
３．研究の方法 
 過剰発現遺伝子カセットを使った時計遺伝

子の過剰発現および RNAi による発現抑制に

より、時計遺伝子の発現量が概日リズムや他

の時計遺伝子の発現に及びす影響を明らかに

する。その他の解析にはまず、遺伝子相補実

験系を利用してタグ（LUC、YFP、HA）を融

合した時計タンパク質を発現する株を作製す

る。そのタグを指標としてタンパク複合体の

解析、結合プロモーターの同定、発現解析、

細胞内局在解析を行う。 
 
４．研究成果 
 時計遺伝子 ROC75 に焦点を当て、過剰発現

およびRNAiによる発現抑制の影響を調べた。

その結果、ROC75 の過剰発現、発現抑制のい

ずれも葉緑体の生物発光リズムの振幅を低下

させることを明らかにした。また、ROC75 の

過剰発現、発現抑制ともに、時計遺伝子 ROC40
の発現量を上昇させることが明らかになった。 

 
 ROC75タンパク質の挙動を解析するために、

HA エピトープタグ、および YFP タグを融合



 

 

した ROC75 タンパク質を発現する細胞を作

製し、時間振動中に ROC75 が細胞内でどのよ

うな挙動をするか調べた。まず、ウエスタン

ブロット解析の結果、ROC75 タンパク質の発

現量は主観的昼の後半にピークを示す明瞭な

概日リズムを示すことが明らかになった。ま

た、ROC75 タンパク質は発現している時間帯

において常に核膜の内側付近に存在すること

を明らかにした。 

 
 ROC75 タンパク質の ROC40 のプロモータ

ー領域への結合能を調べるため、ROC75 タン

パク質の DNA 結合ドメインである GARP ド

メインをグルタチオン S-トランスフェラー

ゼ（GST）と融合したタンパク質を大腸菌で

発現させ、精製した。その融合タンパク質と、

ROC40 プロモーター領域の DNA 断片を用い

た Electrophoresis mobility shift assay (EMSA)に
より、ROC75 GARP ドメインは ROC40 プロ

モーター領域の AGATTTT 配列に結合するこ

とを明らかにした。また、クロマチン免疫沈

降法により、in vivoにおいて ROC75がROC40
プロモーター領域に結合することを確認した。 

 

 ROC75タンパク質が細胞内で複合体を形成

しているかどうかを調べるため、ルシフェラ

ーゼタンパク質をタグとして融合したROC75
タンパク質を発現する細胞を作製した。細胞

粗抽出液の可溶性画分をショ糖密度勾配超遠

心により分画し、各画分のルシフェラーゼ活

性を測定することで、ROC75 タンパク質の細

胞内における分子量を推定した。その結果、

ROC75 タンパク質の一部は約 200kDa 以上の

タンパク質複合体に含まれることが示唆され

た。 

 
 これらの結果から、ROC75 は時間特異的に

発現し、核の周辺領域（Nuclear periphery）に

局在する転写制御因子であり、ROC75 による

ROC40 遺伝子の発現制御はクラミドモナスの

生物時計機構において重要な機構であること

が示唆された。 
 この結果は、緑藻の生物時計の理解に大き

く貢献するとともに、高等植物と、緑藻の生

物時計の共通点と相違点を明らかにし、植物

時計の進化を探る上で重要な知見である。 
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